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Abstract 
The  spore  forming  bacterium,  Bacillus  anthracis  is  the  aetiological  agent  of 
anthrax.      The  2001 US  anthrax  letter  attacks  and  the  2009‐2010  outbreak  of 
injectional anthrax in the UK highlighted the importance of early detection and 
confirmation of this agent, both for patient outcome and forensic investigations.   
A  reliable  and  consistent method was  used  in  this  study  to  safely  simulate 
blood  cultures with  B.  anthracis  and  used  to  determine  the  time  to  positive 
detection.    This  was  performed  with  different  strains  and  with  varying 
concentrations of inoculum.   An inverse linear relationship was observed with 
all  strains  and  used  to  estimate  the  bacterial  blood  concentration  of  anthrax 
patients based on data gathered  from  the  literature and  front‐line  laboratories 
in the UK.   
The study explored a method to potentially reduce the turnaround times for the 
confirmation  of  B.  anthracis  at  the  national  reference  laboratory.    Serum 
separator  tubes were  used  to  concentrate  the  bacteria  from  simulated  blood 
cultures.  A simple wash step was performed prior to performing confirmatory 
phenotypic tests and inactivation for rapid molecular detection.  A comparison 
of test results with and without serum separator tube processing was made for 
B.  anthracis  and  bacterial  isolates  referred  during  the  outbreak  of  injectional 
anthrax.   Simulated mixed blood cultures of B. anthracis and possible common 
contaminants were  also  tested.  Compared  to  routine methods,  confirmatory 
phenotypic test results were achieved 24 hours sooner using the method.   The 
simple wash  step  and  inactivation was  sufficient  to  provide  nucleic  acid  for 
molecular  confirmatory  assays  and  genotyping.  A  new  ‘sample  to  answer’ 
platform,  the  Biofire  Filmarray® was  also  trialled  and  correctly  identified  B. 
anthracis directly from simulated blood culture and provided results within one 
hour. 
  
iii 
 
Aspects relating to potential biosafety concerns for processing B. anthracis blood 
cultures were explored. The data generated suggests the aerosol risk is low for 
B. anthracis.   Viability of material on microscopy slides was examined and  the 
data  supports  the  recommended use of alcohol  fixation  for  slide preparation.  
There  has  been  no  previous  evidence  reported  for  sporulation  occurring  in 
blood culture bottles and  the study  findings suggest  this  is possible  five days 
post positive detection.    
Interactive  e‐learning modules have  been produced  to disseminate  the  study 
outcome.    The  e‐learning  is  intended  for  front‐line  laboratories  to  raise 
awareness for the safe handling and laboratory identification of B. anthracis.  
  
Table
Copyrig
Abstrac
List of T
List of F
Acknow
Dedicat
Declara
Chapter
1.1 
1.2 
 1.2.1
 1.2.2
 1.2.3
 1.2.4
 1.2.5
 1.2.6
 1.2.7
1.3 
 1.3.1
 1.3.2
 1.3.3
1.4 
 1.4.1
 1.4.2
1.5 
 of C
ht 
t 
ables 
igures 
ledgemen
ion 
tion 
 1  Int
Ba
Cl
Pa
Sa
Ov
onten
 
 
 
 
ts  
 
 
roduction
cillus anthr
inical pres
Cutan
Gastro
Inhala
Injecti
Comp
Infect
Treatm
thogenesis
The sp
Capsu
Toxin
fety 
Facilit
Condu
erview of
i
ts 
 
 
 
 
 
 
 
 
acis 
entation 
eous anth
intestinal
tional ant
onal anthr
lications 
ious dose 
ent 
 
ore 
le 
s 
y requirem
cting rese
 laboratory
v 
rax 
 anthrax 
hrax 
ax 
ents 
arch with
 referral 
 B. anthracis 
Page 
 
i 
ii 
x 
xii 
xvi 
xvii 
xviii 
1 
1 
8 
9 
11 
14 
16 
19 
20 
21 
24 
26 
28 
30 
32 
33 
36 
37 
number 
  
 
 1.5.1
 1.5.2
 1.5.3
1.6   
 1.6.1
 1.6.2
 1.6.3
 1.6.4
 1.6.5
 1.6.6
Chapter
2.1 
 2.1.1
 2.1.2
 2.1.3
 2.1.4
 2.1.5
2.2 
 2.2.1
 2.2.2
2.3 
 2.3.1
 2.3.2
 2.3.3
 2.3.4
2.4 
 2.4.1
Ai
 2  Blo
Int
B. 
M
Re
Presu
Toxin
Confi
ms and sc
Backg
Aims 
Ethics
The p
Safety
Traini
od cultur
roduction
Bacter
Factor
Blood
Positi
B. ant
anthracis s
Study
Aims 
aterials an
Simul
Huma
Conce
Huma
sults 
Simul
mptive ide
 and antib
rmatory id
ope of pro
round 
 
  
rocess 
  
ng 
es 
 
aemia 
s affecting
 culture m
ve blood c
hracis bact
imulated b
 design an
 
d Methods
ated blood
n and hor
ntration o
n anthrax
ated blood
v 
ntification
ody detect
entificatio
ject 
 blood cu
ethodolog
ulture and
eraemia 
lood cultu
d method
 
 cultures 
se blood c
f inoculum
 cases 
 cultures 
 
ion 
n 
ltures 
y 
 interpreta
res 
ology 
omparison
 and TTP
tion 
 
 
Page 
 
37 
40 
41 
45 
45 
47 
47 
48 
49 
49 
51 
51 
51 
53 
55 
59 
60 
63 
63 
65 
65 
65 
69 
70 
71 
72 
72 
number 
  
 
 
 2.4.2
 2.4.3
 2.4.4
2.5 
Chapter
3.1 
 3.1.1
 3.1.2
 3.1.3
 3.1.4
 3.1.5
 3.1.6
3.2 
 3.2.1
 3.2.2
 3.2.3
 3.2.4
 3.2.5
3.3 
 3.3.1
 3.3.2
 3.3.3
 3.3.4
 3.3.5
3.4 
Di
 3  Re
Int
M
Re
Di
Huma
Conce
Anthr
scussion 
ducing tur
roduction
Manu
Autom
Other
B. ant
Study
Aims 
aterials an
Presu
Biofir
SST p
Limit 
Diagn
sults 
Presu
Biofir
SST p
Limit 
Diagn
scussion 
v
n and hor
ntration o
ax cases 
naround t
 
al identifi
ated iden
 technolog
hracis iden
 design an
 
d Methods
mptive ide
e Filmarra
rocessing 
of detectio
ostic strat
mptive ide
e Filmarra
rocessing 
of detectio
ostic strat
i 
se blood c
f inoculum
imes 
cation 
tification 
ies 
tification 
d method
 
ntification
y 
n as deter
egy trial 
ntification
y 
n as deter
egy trial 
omparison
 and TTP
ology 
 methods 
mined by 
 methods 
mined by 
 
 
PCR 
PCR 
Page n
 
78 
80 
84 
90 
100 
100 
102 
103 
105 
109 
114 
118 
119 
119 
120 
121 
124 
126 
130 
130 
133 
135 
139 
141 
148 
umber 
  
 
Chapter
4.1 
4.2 
 4.2.2
 4.2.3
4.3 
4.4 
4.5 
Chapter
5.1 
5.2 
 5.2.1
 5.2.2
 5.2.3
 5.2.4
 5.2.5
 5.2.6
 5.2.7
 5.2.8
5.3 
5.4 
5.5 
5.6 
 
 
 4  Bio
Int
Stu
Re
Di
Su
 5  De
Int
Tr
Tr
Ou
Di
Su
safety inv
roduction
dy design
Aims 
Mater
sults 
scussion 
mmary 
velopmen
roduction
aining ma
E‐lear
Focus
Other
Desig
Articu
Pre‐co
Anthr
Anthr
aining stra
tcomes 
scussion 
mmary 
v
estigation
 
 and meth
 
ials and M
t of trainin
 
terial 
ning 
ing the tra
 suppleme
n 
late Story
urse infor
ax – Blood
ax refresh
tegy 
ii 
s 
odology 
ethods 
g materia
ining mat
ntary mat
line softw
mation m
 cultures m
er module
l 
erial 
erial 
are and ter
odule 
odule 
 
ms 
Page 
 
157 
157 
161 
163 
164 
171 
185 
195 
196 
196 
203 
203 
204 
208 
209 
211 
213 
219 
220 
222 
224 
228 
232 
number 
  
 
Chapter
6.1 
6.2 
6.3 
 6.3.1
Chapter
7.1 
7.2 
Referen
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
Append
 6  Co
Th
Sa
Tr
 7  Re
Th
Cr
ces 
ices 
ix 1.1    Et
ix 1.2    Bl
ix 2.1    D
ix 2.2    V
ix 3.1    Sp
ix 3.2    Ti
ix 3.3    G
ix 3.4    M
ix 3.5    Cu
ix 4.1    H
ix 4.2    M
ix 5.1    E‐
ix 5.2    LM
ix 5.3    PH
ix 5.4    B.
nclusions 
e Process 
fety 
aining 
Futur
flection 
e study pr
itical refle
 
hical revie
ood donor
ata  
ariance in 
in protoco
me point d
enotyping
icroscopy 
lture plat
SE safety n
icroscopy 
learning e
S reports
E and NH
 anthracis ‘
v
and furthe
e aim 
oposal 
ction 
 
w‐ BSREC
 consent f
 
TVC 
l compari
ata with a
 of ASC st
images 
e images 
ote 
images 
valuation 
  
S attenda
bench gui
iii 
r work 
 & UPR16
orm 
son 
nd withou
rains 
nce June 2
de’ 
 
t SST pro
014 
cessing 
Page 
 
233 
233 
236 
237 
238 
240 
241 
245 
258 
281 
282 
285 
286 
288 
291 
294 
295 
296 
300 
302 
304 
306 
308 
311 
312 
number 
  
ix 
 
 
Appendix 6.1    Guidance documents available to front-line staff 310     
Appendix 7.1    Poster – WAM 2012 314 
Appendix 7.2    Poster – RUSI 2013 315 
Appendix 7.3    Poster – EBSA 2014 316 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Page number 
  
x 
 
List of Tables 
Table 2‐1     B.anthracis strains used to inoculate blood cultures. 71 
Table 2-2     TTP detection for simulated blood cultures. 74 
Table 2-3     Summary of linear regression descriptives for human and 
horse blood cultures. 80 
Table 2-4     Anthrax cases describing bacteraemia and blood cultures. 86 
Table 2-5     Reverse regression estimates of bacterial concentration for 
anthrax patients.   89 
Table 3-1     SST references and detail of protocols. 116 
Table 3-2     Summary of relative centrifugal force and centifugation 
duration time for different SST protocols. 122 
Table 3-3     Bacterial strains used for diagnostic strategy 128 
Table 3-4     Filmarray and PCR results for simulated blood cultures 
containing human blood and 8 strains of B. anthracis. 133 
Table 3-5     QUANDHIP live unknown sample results. 134 
Table 3-6     Optical density for different centrifugation protocols. 136 
Table 3-7    Transformed counts for three centriguation teatment groups. 137 
Table 3-8     Concentration of B. anthracis with and without SST 
processing. 138 
Table 3-9     PCR results following three different extraction methods. 140 
Table 3-10   Phenotypic test results with and without SST processing.   142 
Table 3-11   Molecular test results with and without SST processing. 144 
Table 3-12   Recorded timings for performing diagnostic strategy. 146 
Table 4-1     Recovered CFU during processing blood cultures with 
venting needles. 172 
Table 4-2     Recovered CFU during processing blood cultures with safety 
adaptors. 173 
Table 4-3     Summary of aerosol data for calculation of spray factor. 173 
 
Page number 
  
xi 
 
 
 
Table 4-4     Recovered CFU during processing blood cultures with 30 ml 
added air. 175 
Table 4-5     Viability of B. anthracis on microscopy slides following three 
treatments. 176 
Table 4-6     Viability of slides following heat treatment and staining for B. 
endophyticus and B. anthracis. 177 
Table 4-7     TVC of fluid before and after heat treatment and following 5 
days storage. 178 
Table 4-8     Duplicate counts for serum sampled at t=0 and t=5 days 
storage in the fridge. 184 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Page number 
  
xii 
 
List of Figures 
Figure 1-1     The cycle of infection in anthrax. 3 
Figure 1-2     Typical  cutaneous anthrax black eschar. 11 
Figure 1-3     Mediastinal widening on post anterior chest X-ray. 15 
Figure 1-4     Severe skin and soft tissue involvement in injectional anthrax 
case. 19 
Figure 1-5     Thin-section electron micrograph of a B. anthracis spore. 28 
Figure 1-6     Microscopic visualisation of B. anthracis capsule. 30 
Figure 1-7     General effects of oedema toxin and lethal toxin on host 
physiology. 32 
Figure 1-8     Class III MSC in CL3 training laboratory at PHE Porton. 35 
Figure 1-9     Use of class III MSC to handle known HG3 cultures. 36 
Figure 1-10   B. anthracis colony morphology and phenotypic 
confirmatory tests. 43 
Figure 1-11   Simplified overview of isolation and indentification of B. 
anthracis. 44 
Figure 2-1     Relationship between the concentration of  inoculum and 
TTP detection for B. anthracis using horse blood. 73 
Figure 2-2     Relationship between the concentration of inoculum  and 
TTP detection for different bacteria using horse blood. 73 
Figure 2-3     Effect of head space atmosphere on growth. 76 
Figure 2-4     Concentration of B. anthracis at different time points 78 
Figure 2-5     Effect of blood type and TTP detection of B. anthracis 79 
Figure 2-6     Relationship between concentration of  inoculum and TTP 
detection for nine strains of B. anthracis. 81 
Figure 2-7      Linear regression for nine strains of B. anthracis overlayed 
with human blood data. 82 
Figure 2-8     Linear regression for nine strains of B. anthracis overlayed 
with capped data. 83 
Page number 
  
xiii 
 
Figure 2-9     Age and numbers of blood cultures for patients confirmed 
with anthrax during 2009 – 2013 in the UK. 84 
Figure 3-1     Images of B. anthracis stained using PMB and Azure blue 
stains 130 
Figure 3-2     Images of RedLine Alert™ test results 132 
Figure 3-3     Diagnostric strategy 147 
Figure 4-1     Air sampling positions for blood culture processing. 166 
Figure 4-2     SEM of blood culture at TTP simulated with horse blood. 180 
Figure 4-3     SEM of blood culture at TTP following SST processing 
simulated with horse blood. 180 
Figure 4-4     SEM of blood culture after 7 days storage simulated with 
horse blood. 181 
Figure 4-5     SEM of blood culture at TTP simulated with human blood. 181 
Figure 4-6     SEM of blood culture at TTP following SST processing 
simulated with horse blood. 182 
Figure 4-7     SEM of blood culture after 5 days simulated with horse 
blood. 182 
Figure 4-8     SEM of blood culture after 5 days storage and SST 
processing simulated with horse blood. 183 
Figure 5-1     Story view of HG3 pre-course information module. 217 
Figure 5-2     Screen shots of HG3 pre-course information module. 218 
Figure 5-3     Training strategy. 223 
 
 
 
 
  
xiv 
 
List of Abbreviations 
ACDP   ‐Advisory Committee on Dangerous Pathogens 
ASC     ‐Anthrax Strain Collection 
BC    ‐Blood culture 
BHI    ‐Brain Heart Infusion 
CBA    ‐Columbia Blood agar  
CL2    ‐Containment Level 2 
CL3    ‐Containment Level 3  
COP    ‐Code of Practice 
Ct    ‐Cycle threshold 
DEFRA  ‐Department of Environment, Food and Rural Affairs 
DNA    ‐Deoxyribonucleic acid 
FAO    ‐Food and Agriculture Organization of the United Nations 
FDA    ‐Food and Drug Administration 
HG    ‐Hazard group 
HPA    ‐Health Protection Agency 
HSE    ‐Health and Safety Executive 
LMS    ‐Learning management system 
MLVA   ‐Multiple‐Locus Variable number tandem repeat Analysis 
MSC    ‐Microbiological Safety Cabinet 
  
xv 
 
MSC I   ‐Class I Microbiological Safety Cabinet 
MSC III  ‐Class III Microbiological Safety Cabinet 
NHS    ‐National Health Service 
OIE    ‐Office of International Epizootics  
PBS    ‐Phosphate buffered saline 
PCR    ‐Polymerase chain reaction 
PHE    ‐Public Health England 
PPE    ‐Personal Protective Equipment 
PWID   ‐People who inject drugs 
RIPL    ‐Rare and Imported Pathogens Laboratory 
SAPO   ‐Specified Animal Pathogens Order 
SEM     ‐Scanning Electron Microscopy 
SNP    ‐Single Nucleotide Polymorphism 
SST    ‐Serum separator tube  
TTP    ‐Time to positive  
UK    ‐United Kingdom 
US    ‐Unites States 
VNTR   ‐Variable number tandem repeat 
WHO    ‐World Health Organisation 
   
  
xvi 
 
Acknowledgements 
There  are  three main  areas  of  this project  and  they  have  been  influenced  by 
important people in my life, these areas are ‘the process’, ‘safety’ and ‘training’. 
I would like to thank my father for inspiring me to always question and look to 
see  how  processes  work  and,  where  efficiencies  can  be  made.    This  has 
influenced  my  ideas  on  how  to  reduce  the  turnaround  times  for  the 
confirmation of B. anthacis in blood cultures.  I would like to thank my mother 
for always encouraging me to pursue whatever I had an  interest for and to be 
considerate and care for others, which are reflected in the safety aspects of this 
project.  I would like to thank my grandmother for her wise words of wisdom 
such as ‘you don’t get unless you ask’ and to always to treat people with respect 
when  teaching.   This has  influenced  the  idea  in  the project  that by providing 
laboratory  staff with evidence  they can make  informed  judgments and  to use 
their professionalism  to handle suspected samples with confidence.   The most 
important acknowledgment is the support I have been given whilst conducting 
this study part time.  Here I would like to thank colleagues; Mr Allen Roberts as 
my project supervisor, Professor Nigel Silman, and  the Novel and Dangerous 
Pathogens Training Team especially     Clare Shieber.   Also Dr. Tim Brooks, Dr. 
Jane Osbourne  and  the Rare  and  Imported Pathogens Laboratory, Diagnostic 
support,  Jennie  Latham, Debbie McKee,  course  delegates  from  across  Public 
Health England and the NHS, Laboratory staff who handle anthrax cases from 
across the UK and participants of EU project ‘EQADeBa’ and ‘QUANDHIP’.  I 
would like to thank Dr. Graham Mills and Sarah Fouch from the University of 
Portsmouth for the continued support, encouragement and guidance.  Finally I 
couldn’t  have  coped without  the  continued  support  from my  husband who 
enabled me  to  spend many  hours  at  home working  on  the  study whilst  he 
cooked, cleaned and offered encouragement.   
  
xvii 
 
Dedication 
 
For my family, friends and lab workers everywhere 
   
  
xviii 
 
Declaration 
 
I  declare  that  whilst  registered  as  a  candidate  for  the  award  of  Doctor  of 
Biomedical Science, I have not been registered for any other research award. The 
results  and  conclusions  embodied  in  this  thesis  are  the  work  of  Suzanna 
Hawkey and have not been submitted for any other academic award.  
 
Suzanna Hawkey 
February 2015 
 
 
  
Chap
This  intr
anthracis 
informed
the focus
decipheri
importan
detail un
reports  a
relevance
microbiol
The chap
 B1.1
The spore
disease o
an infecti
derived f
“coal  like
skin in ca
B.  anthra
bacillus, a
the enviro
ter 1 
oduction 
and  impo
 experime
 has been 
ng  patho
t  and  esse
less releva
nd  aspec
  of  the 
ogy  labor
ter conclud
acill
 forming 
f animals 
ous diseas
rom the G
”.   This d
ses of cuta
cis  is  a 
 member 
nment wi
  Int
aims  to 
rtant  feat
ntal design
to elucida
genesis  an
ntial  area
nt to this s
ts  of  pat
body  of
atories  for
es with th
us an
bacterium
and huma
e docume
reek word
escription
neous ant
Gram  pos
of the Bac
th a wide 
roduc
provide  a
ures  relev
 and influ
te the mol
d  the  de
  of  scient
tudy. Wh
hogenesis
  knowle
 diagnosis
e aims an
thrac
, B. anthra
ns, as pro
nted throu
 anthrako
  refers  to 
hrax.   
itive  aero
illus cereus
geographi
1 
tion
n  overvie
ant  to  thi
enced lin
ecular eve
velop  th
ific  discov
ere possib
  have  be
dge  perti
 and deve
d objective
is  
cis is the a
ved by Ro
ghout his
s or anthr
the  typica
bic,  facu
 sub group
c distribut
w  of  the
s  study, w
es of enqu
nts during
erapies.   
ery,  it  is 
le, atypica
en  discus
nent  to 
lopments
s of the st
etiologica
bert Koch 
tory and t
akites wh
l black  es
ltative  an
 of soil ba
ion.   
  bacterium
hich  hav
iry.  In re
 infection
Though  t
not  cover
l presenta
sed,  to  r
front‐line
  in diagno
udy. 
l agent of 
in 1877.  A
he term ‘a
ich means
char  form
aerobic,  n
cilli and i
 
  Bacillus
e  directly
cent years
, to aid in
his  is  an
ed  in  any
tions, case
eflect  the
,  clinical,
stic  tools.
anthrax, a
nthrax is
nthrax’ is
 “coal” or
ed on  the
on‐motile
s found in
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2 
 
The B. cereus sub group exhibit species specific phenotypes, some of which are 
related to pathogenicity.  Despite close genetics and physiology (Koehler, 2009).  
B.  anthracis  is one of  the most genetically homogeneous pathogens described, 
making  strain  discrimination  particularly  difficult  although  diversity  can  be 
shown  in  variable‐number  tandem  repeat  (VNTR)  loci  that  exist  in  the 
chromosome and both plasmids (Keim et al., 2000).    
Anthrax  is a zoonotic disease and predominantly seen  in herbivorous animals 
in  endemic  areas  and  human  infection  is  incidental,  associated with  contact 
with  infected  animals  or  contaminated  animal  products  (World  Health 
Organization  [WHO],  Office  of  International  Epizootics  [OIE],  &  Food  and 
Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2008).  The ability of the 
bacterium  to  sporulate  enables  it  to  survive  for  long  periods  of  time  in  the 
environment  and  forms  a  significant  part  of  the  natural  life  cycle  of  the 
organism (Figure 1‐1).  Spores lay dormant in the environment, are ingested by 
the  animal,  where  they  germinate  into  vegetative  form  in  the  nutrient  rich 
surroundings  of  the  host.    The  vegetative  bacteria  multiply  and  express 
virulence  factors  such  as  a  protective  capsule  and  exotoxins  which  cause 
haemorrhage, oedema, and necrosis, the infection and toxaemia ultimately kill a 
susceptible host.  The infected, dying or dead animal sheds bacteria via bloody 
discharges  from orifices  into  the environment. The vegetative bacilli sporulate 
in  the  presence  of  free  oxygen  in  the  air,  permitting  their  survival  in  the 
environment where  they  lay dormant once more.   Biting  flies  and non‐biting 
flies have been implicated in the transmission of anthrax in animals.  Flies feed 
on  the contaminated blood of  infected animals or carcases and deposit highly 
contaminated  faeces  or  vomit  on  adjacent  vegetation,  later  consumed  by 
browsing animals (Von Terzi et al., 2014).   
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Experimental  investigations have shown  that vegetative bacteria are unable  to 
multiply within blow flies and bluebottle flies and do not survive past 7–9 days. 
Evidence of spores within these flies were also observed and the length of time 
excrements are  infective probably depends on whether  there  is  ingestion and 
excretion of either spores or vegetative cells (Von Terzi et al., 2014).  
 
Figure 1-1   The cycle of infection in anthrax.  
The  spore  is  key  to  the  cycle,  although  transmission  of  vegetative  bacteria  can  occur 
from biting insects and consumption of uncooked contaminated meat, where vegetative 
bacteria may  still be present deep  in  the  tissue,  rather  than  the  spore  form  (Koehler, 
2002). 
Historically,  there  have  been  major  episodes  of  infection  in  animals  across 
Europe  over  the  late middle  ages  and  first  reported  in America  in  the  early 
1700s  (Koehler,  2002).    The  natural  outbreaks  across Europe  in  domesticated 
animals,  during  the  late  1800s  sparked  an  interest  and  the  disease  became  a 
focus of investigations in early microbiology.   
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Over  a  period  of  about  fifty  years much  had  been  discovered  by  the  early 
microbiologists,  demonstrating  the  infectivity  of  the  disease,  followed  by 
transmissibility,  loss of  infectious material upon  filtration and  the  recognition 
that a single agent could produce different manifestations.   Among the eminent 
scientists in the 19th century to work with B. anthracis, Robert Koch determined 
B.  anthracis  as  the  specific  causative  agent  of  anthrax  which  provided 
experimental  support  for  the  concept  of  the  germ  theory  of  infection  and 
principles of which remain the ‘Gold standard’ today.  
Louis  Pasteur  also worked with  B.  anthracis  and  discovered  a  procedure  to 
produce  live  attenuated  bacilli  for  use  as  an  animal  vaccine  in  1881  and  the 
mechanism  for  the  reduced  virulence was  only  recently  revealed  in  1980  by 
Mikesell, Ivins, Ristroph, & Dreier (1983).  Pasteur’s method was shown to cure 
the bacilli of the plasmid encoding the proteins that compose the two exotoxins.  
The Pasteur vaccine was in widespread use for over 50 years but was replaced 
by a more  stable attenuated  spore vaccine developed by Max Sterne  in 1937.  
Sterne’s non‐encapsulated toxigenic spore vaccine was effective in domesticated 
animals and along with analogous vaccines in China and USSR,  helped render 
anthrax a controllable disease worldwide (Koehler, 2002).  Sterne’s vaccine was 
important in reducing infection in domesticated animals but there were initially 
doubts over  its safety for human use but  in 1954 (UK) and 1970 (US),  licensed 
human vaccines became available.     
Up  until  control  of  the  disease  in  animals,  natural  outbreaks  occurred, with 
human infections occurring in rural endemic areas. Occupational exposure was 
also  widespread  in  industries  working  with  contaminated  animal  products, 
such as the textile, tanning and wool industries.  In the UK imported wool from 
the  Middle  East  was  the  cause  of  external  (cutaneous)  and  internal 
(inhalational) anthrax and given the name Woolsorters disease.   
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Industrially related disease such as Woolsorters disease was well documented 
and  in the UK between 1896 and 1917 there were 537 cutaneous cases with 58 
deaths  (10.4%) and 56  inhalation cases with 55 deaths  (98.2%)  reported  in  the 
woollen  industry  (Koehler,  2002).    These  findings  occurred  during  a  period 
when  control  measures  were  introduced  in  the  UK,  becoming  regulatory 
requirements  in  1897,  controls  included  segregation  of  bails  and  downdraft 
ventilation.   
Improvements were  later made  and  routine  disinfection  of  animal  hair was 
introduced  in 1919 and  imported horsehair  since 1921  (Heritage, 1999).   Even 
today,  soil  samples  from  suspected  animal  burial  sites,  historical  horsehair 
plaster and other environmental  samples,  taken  from building  renovations or 
excavations are tested at Public Health England (PHE), Porton for the presence 
of B. anthracis.   The Health and Safety Executive (HSE), also offer guidance on 
safe working for occupations with a risk of contact with contaminated animals 
or their products, to make workers aware of the risks and control measures to 
prevent infection (Great Britain & Health and Safety Executive [HSE], 1997).     
Anthrax  is not only an  infamous animal disease which many early pioneering 
microbiologists  investigated,  but  also  causes  fear  and  terror  as  a  potential 
biological weapon.   During  the First World War we saw  the  first  report of B. 
anthracis being used in an aggressive context and offensive research stimulated 
a new wave of  interest  into the bacterium, which  lasted  just over 50 years.   In 
the Second World War, the British began conducting experiments in response to 
reports that the Germans were developing biological weapons.  One of the most 
well‐known  experiments was  conducted  on Gruinard  Island,  off  the  coast  of 
Scotland.    Here,  scientists  intentionally  contaminated  the  island  with  B. 
anthracis spores between 1942 and 1943, in preparation of using  the so called N 
bomb on Germany to reduce the meat stock and therefore reduce German food 
  
6 
 
resources (Spencer, 2003).  During the offensive research programme both here 
at Porton Down in the UK and at Fort Detrick in the US, the tripartite nature of 
the exotoxin were elucidated and lead to the production of both the UK and US 
human anthrax vaccines.   In the  late 1950s the offensive programme turned to 
defensive  and  by  1972  with  the  introduction  of  the  Biological  Weapons 
Convention offensive research on B. anthracis and other organisms stopped and 
so work with the bacillus went out of fashion.   
In 1979,  interest was  ignited once more when 96 people contracted anthrax  in 
the  former  USSR  and  the  Soviet  government  declared  the  infections  to  be 
caused by consumption of contaminated meat.  There were suspicions about the 
cause of  infection by the US and other Western governments.   The cases were 
located near the Sverdlovsk military biological facility and the general theory at 
the time was of accidental release of spores into the local environment (Spencer, 
2003;  Tucker,  2000).      When  the  Soviet  Union  collapsed  in  1992,  American 
scientists went to investigate the incident and collected as much information as 
possible from the families of victims and tested retained pathological samples.  
Their conclusion was that most of the victims had died from inhalation anthrax 
cause by a mixture of up to four different strains, and therefore unlikely to be a 
natural infection (Jackson et al., 1998).  Spores are thought to have been released 
from the military complex, compound 19, after a failure to activate air filters on 
a  freeze‐drier.   The  spores were    spread downwind  and  in  their path  caused 
human  infection within 4 kilometres and animal  infection up  to 50 kilometres 
from the facility (Spencer, 2003).   
Terror was also sparked during the Gulf War in 1991 with claims of a biological 
weapon programmes  in  Iraq and  research  took off once again,  this  time with 
great  advances  in our understanding of molecular mechanisms, pathogenesis 
and whole  genome  sequencing  (Koehler,  2002).   Then,  followed  a  real  terror 
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incident  in  2001, when  B.  anthracis  spores  in  letters were  sent  via  the  postal 
system  in  the US.   This  occurred  less  than  a month  after  the  September  11th 
terrorist  aeroplane  crashes  into  the New York’s World Trade Centre  and  the 
Pentagon in Washington DC (Spencer, 2003).   The letter attacks lead to twenty 
two  confirmed  or  suspected  cases,  eleven  of  which  were  cutaneous  (7 
confirmed and four suspected), and eleven inhalational anthrax leading to five 
deaths  (Inglesby  et  al.,  2002).    At  least  five  letters  were  sent  containing  B. 
anthracis  spores,  one  reported  as  containing  approximately  two  grams  of 
powder  with  a  concentration  in  the  region  of  106  to  108  spores  per  gram 
(Inglesby et al., 2002).    
The WHO  calculated  back  in  1970,  that  a  release  of  50  kg  of  dried  anthrax 
powder by aerosolisation, over two hours, on a city containing 500 000 people, 
would almost certainly lead to a rapid breakdown in medical resources and the 
civilian  infrastructures  (Spencer,  2003).    The  deliberate  release  of  B.  anthracis 
spores  in  the  2001  US  anthrax  letter  attacks  prompted  a  huge  amount  of 
funding  for  research  in  the US  and  elsewhere  in  the world,  to  look  at  new 
treatment and therapies, rapid identification of both clinical and environmental 
samples and emergency preparedness planning and response.  
Since 2001, there has been three natural cases of inhalational anthrax associated 
with contaminated skin hides used  to make African Bongo drums, one  in  the 
US  in  2006  (Riley,  2007),  two  fatal  cases of  inhalational  anthrax  in  the UK  in 
2006 and 2008 and one case of gastrointestinal anthrax (CDC, 2010).   
Between August 2009 and September 2010  fourteen outbreaks were  identified 
in Bangladesh with 140  infected animals resulting  in 234 suspected cutaneous 
and 25 suspected gastrointestinal anthrax and 39 confirmed cases of cutaneous 
anthrax being reported (Chakraborty et al., 2012).  In Europe, cases of injectional 
anthrax  have  occurred,  the  first  reported  in Norway  in  2000  (Ringertz  et  al., 
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The  characteristic  black  eschar  forms  at  five  to  seven  days when  the  papule 
ulcerates (Figure 1‐2) and after approximately ten days begins to resolve.   
Full resolution takes approximately 6 weeks and is not reduced by treatment, in 
a  small proportion of untreated  cases patients develop  systemic anthrax with 
hyperacute  symptoms.    Death  occurs  in  <  1%  of  treated  cases  and 
approximately  20%  of untreated  cutaneous  anthrax  cases  (Spencer,  2003).    In 
2008, three related cases of anthrax were reported in France by Cinquetti et al., 
(2009), where  the presentations were  atypical  in  two of  the  three  cases. A  56 
year old male with  type  II diabetes mellitus, butchered a dead  cow and  later 
presented at hospital with classical but extensive cutaneous anthrax with serous 
discharge.   Bacteriological cultures were negative, only being identified with a 
specific molecular assay targeting B. anthracis and initial titre of antibodies were 
negative and only weakly positive after ten days.   
The  severity  of  infection was  likely  related  to  either  age  or  diabetes  (Erkek, 
Ayaslioglu, Beygo, & Ozluk, 2005).  The second related case was the 59 year old 
male farmer who helped the butcher, he was identified during epidemiological 
enquiry and had presented at the hospital a week prior with a bullous necrotic 
wound to the hand which had a bacteriological culture isolating Staphylococcus 
aureus  for which  treatment was  given.    The  treatment was  effective  for  the 
associated lymphangitis and adenopathy, however the wound persisted.   
Further  culture  from  the  wound  and  molecular  identification  revealed  the 
presence  of  B.  anthracis  along  with  the  S.  aureus.    Similar  to  the  butcher, 
antibodies were initially negative but were found to be positive after ten days.  
In contrast,  the  third case was a 16 year old male apprentice  farmer who had 
also  assisted  during  the  carcase  butchery.    The  apprentice was  identified  by 
epidemiological  enquiry  and  upon  medical  examination  a  wound  with  a 
necrotic centre, in the same location of the hand as case two, was reported.   
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In rural endemic areas under reporting may be contributed by the distances of 
suitable  facilities  for  microbiological  investigation,  resources  for 
epidemiological investigation and the potential for severe cases leading to death 
within  two  to  three  days  to  occur  before  even  reaching  medical  attention 
(WHO, OIE,  FAO,  2008).    Reports  of  cases  are  likely  biased  towards  severe 
disease presented upon hospitalisation of patients and mild gastroenteritis may 
go unreported even in developed areas of the world.   
Disease  in  the  animal  carcass would be  evident  to  those butchering meat,  as 
animals will  succumb  to massive bacteraemia and manifestations of  infection 
should be visible.  In the rural setting, people may eat the meat knowing it to be 
contaminated  or  potentially more  commonly  sold  to  people  unaware  of  the 
infection risk (Sirisanthana & Brown, 2002).  The risk of infection is dependent 
on  inactivation  of  bacteria  with  sufficient  cooking  and  epidemiological 
investigation  of  the  three  cutaneous  cases  reported  in  France  revealed  seven 
people  who  had  eaten  the  contaminated  meat  after  cooking  and  none 
developed gastrointestinal anthrax (Cinquetti et al., 2009).  In Minnesota in 2000, 
cooking  of  contaminated  beef  may  have  prevented  human  cases  (MMWR, 
2000).   
Numerous  cases  have  been  reported  from  endemic  areas  such  as  Thailand, 
India, Gambia, Uganda and Iran (Sirisanthana & Brown, 2002).  During a large 
outbreak  in Uganda,  gastroenteritis  developed  (within  15–72  hours)  in most 
(92%) of the 155 of those who feasted on an infected Asian ox (Ndyabahinduka, 
Chu, Abdou, & Gaifuba, 1984 cited by Sirisanthana & Brown, 2002).   
Nine deaths occurred, all  in children, asymptomatic cases were reported  in 12 
adults  and  134  symptomatic  people were  treated  in  hospital with  antibiotics 
and rehydration; all recovered.   
  
13 
 
Infection  lower  in  the  digestive  tract  causes  intestinal  anthrax  and  initial 
symptoms include fever, nausea, vomiting and anorexia (Spencer, 2003; WHO, 
OIE, FAO, 2008).   Ulcerative  lesions may occur  in  the  stomach, mid‐jejunum, 
terminal  ilium,  or  caecum,  these  may  lead  to  haemorrhage,  obstruction, 
perforation or a combination of these.   As the disease progresses symptoms of 
abdominal pain,  haematemesis  and  bloody diarrhoea may present  and  some 
cases  are  complicated  with  massive  ascites  which  lead  to  shock,  toxaemia, 
sepsis and death (WHO, OIE, FAO, 2008). 
Oropharyngeal anthrax in the upper part of the digestive system is rare, though 
this may also be under  reported.    Initial symptoms  include  fever, sore  throat, 
dysphagia,  toxaemia  and  regional  lymphadenopathy  in  the  neck.      If  left 
untreated  the mortality  rate  is very high and  is approximately 50%  if  treated 
(Turnbull, 1998; Spencer, 2003).   
During  an  outbreak  in  1982,  in Northern Thailand,  76  cases  of  anthrax were 
reported,  52  with  cutaneous  and  24  with  oropharyngeal  anthrax.    The 
oropharyngeal  cases  sought  medical  treatment  complaining  of  painful  neck 
swelling and fever in all but one and the incubation period ranged from two to 
144  hours  (Sirisanthana  &  Brown,  2002).    Lesions  in  the  24  oropharyngeal 
anthrax  patients  have  been  described,  being  located  on  the  tonsils,  posterior 
pharyngeal wall and the hard palate.   
Early on, lesions were oedematous and after a week, a central whitish patch of 
necrosis and ulceration was visible.  Unfortunately three of the 24 patients died 
despite  hospital  admission  and  antibiotic  treatment  (Sirisanthana, 
Navachareon, Tharavichitkul, Sirisanthana, & Brown, 1984).   
Oropharyngeal anthrax  can  result  in bacteraemia,  toxaemia, acute  respiratory 
distress syndrome followed by shock, coma and death (WHO, OIE, FAO, 2008).     
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subcutaneous  inoculation.   Entry via  this route can deliver  the spores directly 
into  the  nutrient  rich  environment,  providing  perfect  conditions  for 
germination  and production  of potent  exotoxins  that  cause  illness  and death 
(Palmateer et al., 2013).       Following the isolated injectional anthrax case in the 
Norwegian  heroine  user  in  2000,  an  outbreak  of  anthrax  in  PWID  occurred, 
initially  in  Scotland  during  December  2009,  and  cases  were  subsequently 
identified  in England and Germany.   Cases continued  through 2010 and  then 
intermittently  in 2012 with  the  latest cases  in Scotland and Cambridgeshire  in 
2013.    Genetic  analysis  using  multilocus  variable‐number  tandem  repeat 
analysis (MLVA) for 31 markers and canonical single‐nucleotide polymorphism 
(canSNP) genotyping was performed on the strains isolated in the outbreak and 
were shown to belong to the so called Trans‐Eurasian group (Price et al., 2012).  
The genetic analysis of the B. anthracis isolates from the injectional anthrax cases 
and  an  extensive  collection  of diverse worldwide  samples  (Keim  et  al.,  2004; 
Van  Ert  et  al.,  2007)  was  performed,  along  with  whole  genome  sequencing 
techniques and used  to determine a possible origin  for  the B. anthracis  spores 
responsible  for  the  outbreak.    The  results  support  the  possible  idea  that  the 
heroin  was  contaminated  along  the  trafficking  route  and  not  at  its  origin 
(Afghanistan) or destination (Scotland), (Price et al., 2012).   
Strains isolated from the Norwegian case in 2000 and others in 2012 were also 
analysed by Grunow et al. (2013) and were shown to share the same two highly 
distinctive ‘heroin specific’ SNPs reported by Price et al. (2012), implying these 
are likely to have come from the same trafficking route.  Genetic analysis will be 
explored further in Chapter Three.  
 
A  recent  review  of  infections  in  PWID  in  the  UK  between  2000  and  2009 
(Palmateer et al., 2013) document a  total of 295  infections caused by  the spore 
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forming bacteria Clostridium botulinum (157), C. Tetani (33), C. Novyi (92) and B. 
anthracis (13) and highlights the need for health professionals to be alert to the 
problem  and  to  ensure  rapid  detection  and  dissemination  of  advice  during 
outbreaks.   
The clinical presentation of injectional anthrax is different to cutaneous anthrax 
and  guidance  from  Health  Protection  Scotland  and  the  Health  Protection 
Agency  (2012)  describe  symptoms  of  severe  soft  tissue  infection,  including 
necrotizing  fasciitis,  cellulitis and abscess particularly  if associated with often 
marked oedema (Figure 1‐4), little or no pain.  
Injectional  anthrax may  or may  not  present with:  abscesses,  signs  of  severe 
sepsis  (even  without  evidence  of  soft  tissue  infection)  and  haemorrhagic 
meningitis.    To  date,  none  of  the  seized  heroin  tested  for  the  presence  of  B. 
anthracis has proved positive however,  this  is still believed  to be  the source of 
the  outbreak.    Palmateer  et  al.  (2013)  did  not  find  any  association  between 
sharing  injecting  equipment  and  anthrax  infection,  but  found  an  association 
between longer injecting career and alcohol which may reflect poorer health, a 
higher  susceptibility  to  infection  and  greater  likelihood  to  inject  into 
skin/muscle.   Many of  the outbreak patients had  surgical debridement of  the 
infected tissue along with  intravenous (IV) antibiotics and where  large pleural 
effusions  and  ascites have developed,  these  have  been drained  as  they  are  a 
reservoir of anthrax toxin (Booth, Hood, Brooks, & Hart, 2010).   
In  two cases,  the extent of skin necrosis was small and did not progress after 
conservative  debridement  and  recommendations  were  made  to  manage 
patients with appropriate supportive therapy where the soft tissue involvement 
is due to exotoxin production (Jallali, Hettiaratchy, Gordon, & Jain, 2011).   
Several  cases presented with  advanced  stage  systemic  sepsis,  some  of whom 
died  within  hours  (Ramsay  et  al.,  2010),  though  a  septicaemic  case,  with 
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and  the  demonstration  of  inducible  β–lactamase  production  in  a  number  of 
strains by Lightfoot, Scott & Turnbull (1990) has led to recommendations to use 
alternative  choices  of  antibiotics.    Penicillin  use  is  likely  to  continue  in 
developing endemic countries for both humans and animals where alternatives 
are  expensive  (WHO,  OIE,  FAO,  2008).    If  penicillin  is  used,  it  should  be 
ensured that adequate doses are given to prevent sub‐inhibitory concentrations 
leading to inducible β–lactamase production.   
Susceptibility  to a range of broad spectrum antibiotics has been demonstrated 
in both in vitro and in vivo studies, these have informed the alternative choices 
of ciprofloxacin and doxycycline  for adults and where  strains are  susceptible, 
oral  amoxicillin  can  be  used  as  an  alternative.    Neither  ciprofloxacin  nor 
doxycycline are ideal for children less than eight years due to their side‐effects, 
the  severity  of  infection  may  however  outweigh  the  side  effects.    The 
therapeutic  antibiotic  regimes  recommended  for  different  forms  of  anthrax 
reflect  the  severity  of  disease.    Intravenous  antibiotic  therapy  is  not 
recommended for mild cases but should be used with severe or potentially life 
threatening cases, where patients are exhibiting systemic  involvement such as 
inhalational  and  gastrointestinal  anthrax  (WHO, OIE,  FAO,  2008).    In  these 
severe cases, a combination of antibiotics may be used especially with one that 
has good central nervous system penetration, then returning to a single regimen 
when the progression of symptoms cease (WHO, OIE, FAO, 2008).  Supportive 
care, in addition to antibiotic therapy for the treatment of shock should also be 
considered.   
Intubation,  ventilator  support  or  tracheotomy  may  be  crucial  in  cases  with 
respiratory problems and should be  implemented before obstruction  is caused 
by oedema (WHO, OIE, FAO, 2008).   
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Anthrax meningitis has an extremely high mortality and supportive care may 
be  required  (such  as  respiratory  support  and  anti‐oedema  therapy  for  the 
brain).  A combination of supportive care and intravenous penicillin G with an 
antibiotic which  can  rapidly penetrate  into CSF  such as  rifampicin have been 
used however, treatment failure rates are high with this complication of anthrax 
(WHO, OIE, FAO, 2008).  
Natural  inhalation  of  B.  anthracis  is  rare,  but  following  the  1979  Sverdlovsk 
incident and 2001 US anthrax letters, the threat from deliberate release resulting 
in  inhalational  anthrax  is  proven.    There  is  evidence  that  spores  could  be 
detected  in the  lungs of rhesus macaques up to 100 days after  initial exposure 
(Henderson, Peacock, & Belton, 1956) and the UK and US use a 60 day duration 
for  prophylaxis  due  to  the  potential  for  latent  germination  of  spores.  
Experimental  in  vivo  investigation  of  antibiotic  treatment  comparing  prompt 
prophylaxis  and  treatment  after  evidence  of  bacteraemia  indicates  that 
development  of  immunity  can  prevent  further  infection  due  to  latent  spore 
germination  (Vietri  et  al.,  2009).    In  the  UK  guidance,  individuals  will  be 
considered  for  vaccination  on  a  case‐by‐case  basis.    If  given  post‐exposure 
antibiotic  prophylaxis  duration  can  be  reduced  to  four  weeks  and  the 
combination  of  vaccination  to  provide  immunity  to  latent  spore  germination 
appears effective (Doolan et al., 2007).   
 During the outbreak in 2009‐2010 and subsequent cases of injectional anthrax, 
debridement  of  infected  tissue  in  combination  of  IV  antibiotics  was 
implemented.   
The use of a negative pressure wound therapy device has been documented in 
one of  the  cases which also had  the  complication of  sepsis, NPWT proved  to 
give excellent wound healing results in this case (Powell, Crozier, Hodgson, & 
Galloway, 2011). 
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production  of  exotoxins.    The  ability  of  B.  anthracis  to  produce  capsule  and 
exotoxin are the two virulence factors required to cause disease, and their genes 
are  encoded  on  the  two  plasmids  found  in  virulent  strains.    The  virulence 
plasmids are designated pX01 (encodes genes for exotoxin) and pX02 (encodes 
genes  for  capsule)  and  form  the  basis  for molecular  confirmation  of  virulent 
isolates of B. anthracis, their role in the identification and diagnosis of anthrax is 
covered in section 1.5 and Chapter Three.   
The virulence of B. anthracis  is a combination of contributing  factors  involved 
with growth, persistence in the host and toxicity after the organism has gained 
entry via  the  routes discussed  in section 1.2.   The spore  is key  to  the cycle of 
infection (Figure 1‐1), and the natural infectious particle for all forms of anthrax.  
Inside the host, spores typically enter macrophages by phagocytosis where they 
germinate  into  the vegetative  form.   Early  in pathogenesis,  the germination of 
spores within  the macrophage  enables  them  to  emerge  into  the nutrient  rich 
environment  of  the  host,  allowing  rapid  replication  of  capsulated  vegetative 
bacteria.    During  infection,  the  protective  poly‐γ‐D‐glutamic  acid  capsule 
allows the bacteria to replicate and produce exotoxins whilst evading killing by 
the  innate  immune  system.    In  most  infections  it  is  advantageous  for  host 
survival; in contrast anthrax ultimately results in death of susceptible hosts by 
systemic  involvement, sepsis with huge bacteraemia close to death (~ 108 CFU 
ml‐1) and toxaemia.   The end result leads to the dissemination of the organism 
into  the  environment  from  decomposing  carcasses  in  haemorrhagic  exudates 
and vegetative bacteria sporulate in the presence of air.   
Both  veterinarians  and  clinicians  are  recommended  not  to  undertake  post 
mortems  as  there  is  an  increased  risk  of  exposure  but  also  the  problem  of 
containing the organism (WHO, OIE, FAO, 2008). 
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The structure of B. anthracis spores consists of a membrane bound, moderately 
dehydrated core which houses the spore chromosome which  is protected by a 
mixture of calcium dipicolinic acid and ions.  Surrounding the core membrane 
is a layer of peptidoglycan called the cortex and together these structures keep 
the core relatively dry.   Keeping  the core dry  is  important because part of  the 
germination  process  involves  rehydrating  the  core  by  an  influx  of  water.  
Surrounding  the  cortex  is  a multi‐layer  protein  and  outer  protective  coat  to 
prevent the spore falling prey to other microbes, entry of degradative molecules 
or toxic activities of reactive molecules such as glutaraldehyde.  The outermost 
structure of the spore is the exosporium, a protein shell, present in other bacilli 
and all the members of the B. cerues group.  The space between the exosporium 
and  the  cortex  inside  is  called  the  inter  space  and  its  contents  are  unknown 
(Figure 1‐5).   
 
The presence of nutrients, such as amino acids, triggers receptors on the spore 
inner membrane and leads to the influx of water into the core which swells and 
disrupts  the  cortex  and  coat  (Driks,  2009).  Triggers  other  than  nutrients  are 
likely to be involved to control the location of germination within macrophages 
(Koehler,  2002).    Work  by  Hachisuka,  (1969)  cited  by  Koehler,  2002, 
demonstrated germination in macrophages and proposed that factors affecting 
this early  stage of  infection may determine natural  resistance or  sensitivity  to 
infection.  
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Turnbull, & Gibson, 1983).  This is unlike other polysaccharide capsule forming 
bacteria which include other Bacillus spp. (Willis & Whitfield, 2013).   The PDGA 
capsule inhibits phagocytosis by macrophages due to its negative charge (Ezzell 
& Welkos, 1999).   
Spore  germination  in macrophages  appears  to  be  rapid,  in  vitro  experiments 
have  shown  encapsulated vegetative bacteria  to  appear within  30 minutes of 
germination ( Ezzell & Abshire, 1995).   
The  association  between  capsule  production  and  the  pX02  plasmid  was 
discovered by Green, Battisti, Koehler, Thorne, & Ivins, (1985), and three genes, 
capBCA,  are  essential  for  capsule  biosynthesis  (Ezzell & Welkos,  1999).    The 
production  of  capsule  is  visually  evident  in  clinical  material  by  the  use  of 
polychrome methylene blue (PMB) stain, first described by M’Fadyean in 1903. 
PMB has been a useful, simple rapid diagnostic test ever since, though used less 
following  control  of  the  disease  in  many  countries  (Owen  et  al.,  2013).  
Unfortunately,  capsule  is  only  expressed  within  the  host  environment  and 
standard laboratory cultures will not induce capsule production.   
Liquid culture of B. anthracis  in defibrinated horse blood allows expression of 
capsule (Figure 1‐6) or using elevated CO2 with serum and/or bicarbonate in the 
media  (WHO,  OIE,  FAO,  2008).    The  global  regulator  of  virulence  gene 
expression  in B. anthracis  is  the anthrax  toxin activator gene AtxA encoded on 
the  pXO1  plasmid  (Koehler,  2002). Vegetative  bacilli  respond  to  host  signals 
and the presence of bicarbonate and CO2 results in enhanced gene expression of 
virulence genes controlled by AtxA (Fouet, 2010).   
A  similar  regulator,  the  anthrax  capsule  activator  gene  AcpA  on  the  pXO2 
plasmid  is  specific  for  capsule  genes  encoded  on  pXO2,  unlike AtxA which 
controls  genes  on  both  plasmids  and  those  located  on  the  chromosome 
(Koehler, 2002).  
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spore phagocytosis by macrophages.  Following secretion by vegetative bacteria 
early in infection, the anthrax toxin components distribute quickly into various 
tissues  (Liu, Moayeri, &  Leppla,  2014).      PA  binds  to  cellular  receptors  and 
ultimately results in either LF or EF complexes being internalised into the cells 
through receptor‐mediated endocytosis, where they exert their cytotoxic effects. 
As mentioned in section 1.2.6 (Treatment), novel treatments targeting toxin are 
being  explored.   AIG,  inhibits binding of PA and  translocation of LT and ET 
into cells (Hendricks et al., 2014).   
The  general  effects  of  oedema  toxin  and  lethal  toxin  on  the  host  physiology 
have  been  summarised  by  Lowe  &  Glomski  (2012)  showing  effects  on  the 
immune,  cardiovascular,  endocrine  and  nervous  systems  (see  Figure  1‐7  for 
details).  Early in infection, evasion of the host immune system is paramount for 
establishing  colonisation  and  the  anthrax  exotoxins  along  with  protective 
capsule  enable B.  anthracis  to  replicate  to  high  numbers  in  virtually  all  body 
tissues and bloodstream (Koehler, 2009).   
Interestingly,  accumulation  of  PA  in  serum  has  been  used  as  a  reliable 
surrogate marker  for  bacteraemia  in‐vivo  experiments  and  could  be  used  to 
identify  and  assess  the  severity  of  disease  (Kobiler  et  al.,  2006).    Anthrax 
exotoxins  have  been  implicated  in  evasion  of  host  defences,  by  effecting 
immunological  functions  of  chemotaxis,  bacteriocidal  activity  and  toxin 
induced apoptosis of immune cells (Lowe & Glomski, 2012).  
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There  are  also  several  important  physical  and  engineering  features  of 
containment Level 3 laboratories. These physical features are:  
 the laboratory is separate from other activities in the same building 
 an observation window, or alternative, is present so that occupants can 
be seen 
 the laboratory contains its own equipment 
 floor and bench surfaces are resistant to acids, alkalis, solvents and 
disinfectants, impervious to water and easy to clean   
 Able to seal the workplace to permit disinfection, typically formaldehyde 
gaseous fumigation in the UK 
 maintaining the workplace at air pressure negative to atmosphere 
 single pass air extracted from the workplace through high efficiency 
particulate absorption (HEPA) filters or equivalent 
Validated room  fumigations can be performed using biological  indicators and 
are  typically used  to  clean up  after  spillage/release  of HG3  organisms  in  the 
open  lab  and  before  laboratory  servicing  to  make  the  laboratory  safe  for 
engineers to enter and service the laboratory and equipment.   
Apart  from  the  physical  and  engineering  features,  the  staff  and  procedural 
controls are important to ensure safe practices of work.  The procedural controls 
used include having a laboratory code of practice, disinfection policy, standard 
operating procedures,  and personal discipline  to prevent  infection  via  routes 
other than inhalation.    
Across the UK the most widely used microbiological safety cabinet (MSC) in a 
diagnostic  setting  is  the  class  I MSC  (MSC  I).    This  type  of  cabinet  is  open 
fronted  to  allow  the  user  to  manipulate  cultures  within  the  cabinet  whilst 
protected  by  an  inward  flow  of  air  within  the  range  of  0.7–1.0  ms‐1.    User 
movements, the presence of equipment within the cabinet and external factors 
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can  affect  the  air  flow  across  the  front  of  the  cabinet  therefore  reducing  the 
protection  afforded  to  the  user  from  infectious  aerosols.    Surface 
decontamination  of  items  being  removed  from  the  cabinet,  and  the  use  of 
double  gloves, with  the  outer  pair  being  removed  both  reduces  the  risk  of 
bringing  contamination out of  the  cabinet.   The  risk  assessment detailing  the 
handling  of  HG3  organisms  at  high  titre  and/or  volume  determines  the 
suitability of the class of MSC used.  The MSC I is suitable for diagnostic work 
involving  low  risk  screening  of  low  titre  clinical  samples, whereas  research 
conducted on known cultures at higher volume and or  titre would necessitate 
the use of the class III MSC (MSC III).  The MSC III provides both product and 
user protection, by passing air through an inlet HEPA filter and providing full 
containment  afforded  by  rubber  gauntlets  to manipulate  cultures  inside  the 
cabinet (Figure 1‐9).  If a breach occurs across the gauntlet port holes the inward 
airflow  is  three  to  five ms‐1, greater  than  three  times  that across  the  front of a 
MSC I (personal measurement). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-8 Class III MSC in CL3 training laboratory at PHE Porton 
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OIE,  FAO,  2008).   The  capsule may  be  visualised with M’Fadyean’s  reaction 
with poly‐chrome methylene blue  stain, where  the  capsule appears as a pink 
layer  around  blue  cells  (Figure  1‐6)  or  non‐specifically  using  Indian  ink.  
Capsule  production  occurs  within  the  host  and  will  be  evident  in  direct 
microscopy  of  clinical  samples  or  following  specific  laboratory  culture.  
Refractile spores are visible under phase contrast microscopy and are 1‐1.5 μm 
in diameter, located centrally or sub‐terminally, without cell body swelling.   
B.  anthracis  is  an  environmental  soil  bacteria  and  can  be  easily  grown  in  the 
laboratory,  the most common method being culture on agar containing blood.  
When grown on horse or sheep blood agar at 37˚ C, colonies are  typically 2‐5 
mm diameter,  irregular edge, non‐haemolytic, with white/grey opaque colour 
and  a  rough  ‘ground  glass’  appearance  (Parry,  Turnbull,  &  Gibson,  1983).  
Haemolysis  on  blood  agar  must  not  be  confused  with  confluent  growth  of 
bacteria,  though  it  has  been  documented  that  B.  anthracis  can  be  weakly 
haemolytic  and  haemolysis may  be  evident when  different  donor  species  of 
blood are used in agar, such as human blood (WHO, OIE, FAO, 2008).   
The  long chains of cells observed  in  laboratory cultures give  the characteristic 
tenacity of colonies, which adhere to the agar surface and can be made to stand 
up unaided, perpendicular to the plate surface when teased with a loop (Parry, 
Turnbull, & Gibson,  1983, p.  109)  as  shown  in Figure  1‐10a.   When  removed 
from the surface the colony comes away  in entirety and  is hard to emulsify  in 
liquid broth.  
Cultures  from  fresh  clinical  samples  are  likely  to  have  a  pure  growth  of  B. 
anthracis, particularly  from normally  sterile  sites and  skin biopsies  (cutaneous 
anthrax) prior  to  treatment.   Older clinical samples and post mortem samples 
are likely to be of mixed cultures and B. anthracis can be easily out competed by 
putrifying bacteria; the presence of Staphylococcus aureus appears to outcompete 
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B.  anthracis  in  clinical  samples  (personal  experience).    Specialist  media 
polymixin‐lysozyme‐EDTA‐thallous acetate agar (PLET) may be of use with soil 
and other environmental samples (WHO, OIE, FAO, 2008) but I would question 
its  use  with  clinical  samples  because  it  permits  the  growth  of  many  Gram 
positive human commensal bacteria and B. anthracis  colonies do not grow with 
any of the distinctive colony characteristics as seen with growth on blood agar 
(personal experience during outbreak 2009‐2010).   
On  PLET  agar,  B.  anthracis  colonies  grow  as  small  (approximately  2‐4 mm) 
white  colonies with  a  ‘mashed potato’  consistency  after  48  hours  incubation.  
Other bacteria such as Staphylococcus spp. also grow as small white colonies and 
therefore other media  such as B.  cereus  selective agar may be more beneficial 
and more readily available  in routine  laboratories.   B. cereus selective agar can 
be  used  to  distinguish  Staphylococcus  aureus,  Serratia  marcescens  and  Proteus 
vulgaris by colony morphology and colour and produces an egg yolk clearing 
reaction.    In contrast B.  cereus colonies appear white with a  rich peacock blue 
colouration  of  the  media  caused  by  egg  yolk  precipitation  and  B.  anthracis 
colonies appear a pale blue colour without colouration of the media or egg yolk 
clearing (Appendix 5.4 Bench guide). 
The optimum culture temperature is 37˚C for both solid and liquid cultures and 
growth  at  42˚C  has  been  shown  to  cause  a  loss  of  pXO1  plasmid  (Mikesell, 
Ivins, Ristroph, & Dreier, 1983).  At 37˚C cell doubling times have been shown 
to range between 30–60 minutes (Koehler, 2009).   
B. anthracis  is non‐motile and therefore turbidity of  liquid cultures  is not seen, 
upon disturbing    static  cultures  a pellicle  (Koehler,  2009)  or  ‘wisp’  (personal 
description) of growth is visible due to the long chains of cells.   
The use of biochemical  identification systems such as  the API 50CHB used  in 
conjunction with the first twelve reactions of API20E (Logan, Carman, Melling, 
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incubated in an enriched CO2 atmosphere; capsulated bacteria grow as mucoid 
colonies.   
For many years isolation by culture was the only method to detect B. anthracis 
and cultures could be confirmed with the phenotypic characteristics described.  
This remains  the gold standard  for diagnosis but with  the advent of sequence 
data on  the virulence plasmids and chromosome, specific molecular detection 
assays have been developed.   Polymerase chain reaction (PCR), has been used 
to  detect  many  pathogenic  bacteria  by  designing  assays  targeting  species 
specific nucleic acid sequences.  RIPL use an in‐house triple target assay specific 
for  sequences  targeting  the  pX01,  pX02  plasmids  and  a  chromosomal  target.  
The presence of all three targets confirms the diagnosis of virulent B. anthracis. 
The assay utilises fluorescent probe technology providing real‐time detection of 
PCR  product  and  gives  a  rapid  and  reliable  result  on  the  day  samples  are 
received.   This assay can be used  for detecting B. anthracis  in clinical samples 
following nucleic acid extraction and also for confirming isolates following heat 
inactivation.  The  thermal  lysis  protocol  for  culture  heat  inactivation  is  quick 
(~15 minutes) and validated.   
This  simple  rapid  process  involves  a  colony  being  emulsified  in  brain  heart 
infusion broth (BHI) and heated to 37˚ C to germinate any spores present (this 
will not occur unless the suspension  is  in a nutrient broth), the temperature  is 
then raised to 99˚C to inactivate the vegetative bacteria.  
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The  commercial QIAmp  silica  column purification method  (Qiagen, Valencia, 
CA)  is  used  to  extract  bacterial  deoxyribonucleic  acid  (DNA)  directly  from 
clinical  samples.   This  kit  is  used  for  a  range  of  samples,  the most  common 
being tissues (following homogenisation), blood (serum and EDTA), fluids such 
as pleural fluid and ascities.  In contrast to thermal heat inactivation of cultures, 
the time to extract samples manually in the MSC III depends on the number of 
samples and any pre‐processing  requirements  such as  tissue homogenisation.  
In general, for simple samples, extraction takes approximately an hour.   
Blood cultures however present the problem of containing substances 
inhibitory to molecular detection techniques and those that were processed 
alongside other sample types during the outbreak were PCR negative, culture 
positive.   
RIPL also use molecular genotyping for PCR confirmed isolates using variable‐
number tandem repeat analysis (VNTR) and specific ‘heroin specific’ single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) to identify whether isolates are from one of 
the groups identified by VNTR (Keim et al., 2009) and if they are part of the 
2009‐2010 injectional anthrax outbreak.   
Figure 1-10 B. anthracis colony morphology and phenotypic confirmatory tests 
a) b) 
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may be made.   This  could  lead  to a delay of  several days before  referral  to a 
reference centre for confirmed identification due to three main factors.   
First, is the delay in the realisation that a bacterial culture is a highly pathogenic 
bacterium, second is the time taken to make a subculture onto an agar slope and 
thirdly  the  time  it  takes  for  transport  to  the  specialist  laboratory  for 
confirmation.  In  2006, a fatal case of anthrax in the UK had a delay of >2 weeks 
occurring  between  blood  culture  isolation  of B.  anthracis  and  final  confirmed 
identification  as  the  isolate went  for Bacillus  spp.  typing  and  confirmation  at 
another reference centre.   The blood culture as a sample  type also hinders  the 
rapid  identification  of  causative  bacteria  due  to  the  presence  of  inhibitory 
substances  to  molecular  identification  techniques.    This  study  explores  a 
method  to  process  blood  cultures  to  enable  the  confirmation  of  virulent  B. 
anthracis using molecular detection.   This method could be used alongside  the 
molecular  identification  of  other  sample  types  sent  from  a  patient.  The 
processing  method  and  molecular  detection,  together  with  confirmatory 
phenotypic  tests  performed  the  same  day,  enables  the  gold  standard  culture 
confirmation being made 24 hours sooner than at present.  Increased awareness 
of B.  anthracis  in  blood  cultures would  also  reduce  the  chance  of unusual  or 
unexpected cases of anthrax which may occur in the future are not mistaken for 
other  Bacillus  species  often  considered  contaminants  in  blood  cultures.    The 
front line diagnostic experience I gained whilst working at the Royal Cornwall 
Hospital  Trust  and  discussions  with  laboratory  workers  from  front‐line 
microbiology laboratories across the UK and internationally, have informed the 
study to reflect genuine concerns.   
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For NHS  and PHE  staff  attending practical  live HG3  agent  courses  there  are 
numerous health and safety aspects  to be covered. An e‐learning module was 
developed  for  the dissemination of  specific  laboratory and  safety  instructions 
prior  to  staff  attending  the  course.    In  addition,  supplementary material was 
produced  for  the  live HG3 agent course and a specific e‐learning module was 
developed  to  provide  an  anthrax  refresher,  to  be  undertaken  post  live HG3 
agent course attendance.   A third module was developed separate to the HG3 
awareness  course,  for  front‐line  staff  aimed  to  provide  laboratory  specific 
instructions in the event of a suspected B. anthracis culture occurring.   
By exploring the three aspects  in this study, the altered method, confidence  in 
safety procedures  and  training material, will  aid  in  the prompt  identification 
and  timely  referral  of  samples  to  RIPL  for  the  performance  of  rapid 
confirmatory  tests.    The  combination  of  these  factors  is  hoped  to  reduce  the 
turnaround  times,  therefore  safely  bridging  the  gap  between  detection  and 
confirmation of B. anthracis in blood cultures.  
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The  term bacteraemia describes  simply  the presence of bacteria  in  the blood. 
Septicaemia is the presence of bacteria in the blood, which are actively dividing, 
resulting in a systemic response leading to organ dysfunction (DH, 2007). 
The  blood  stream  can  become  infected  by  one  of  two mechanisms,  the  first 
mechanism  is via spread  from a primary  focus of  infection, where a  failure of 
host  defences  has  failed  to  localise  the  infection.    The  second mechanism  is 
where  the  bacteria  gain  entry  directly  into  the  blood  stream,  this  can  occur 
where  the  hosts  physical  defences  have  been  breached.    Breaches  can  occur 
following  dental  treatment,  endoscopic  procedures,  surgery,  intravenous 
inoculation  or  contaminated  intravascular medical  devices  such  as  catheters.  
Bacteraemia  can  be  described  as  transient,  intermittent  and  continuous.  
Normally  bacteria  are  removed  from  the  bloodstream within  a  few minutes, 
and  it  is  only  when  the  host  defences  are  overwhelmed  or  evaded  by  the 
bacteria  that  systemic  infection may become apparent.   Transient bacteraemia 
occur for periods of several minutes commonly caused by dental extraction and 
urinary catheterisation and may occur with injection via contaminated needles 
or drugs.    Intermittent bacteraemia or  recurrent  transient bacteraemia usually 
occurs early in a variety of systemic and localised infections.   Severe infection, 
where  the host defences are overwhelmed,  can  cause  continuous bacteraemia 
and  typically  characteristic  of  intravascular  infections  such  as  infective 
endocarditis,  however  immunosuppressed  patients may  have  a  non‐vascular 
source  (HPA BSOP 37).   Mortality  is related  to  the  type of  infecting organism 
and the nature of any underlying disease (Reimer, Wilson, & Weinstein, 1997).   
The presentation of bacteraemia  in patients has been historically divided  into 
community‐acquired  and  healthcare  associated  infections.    The  infections 
typically  acquired  in  the  community  are  predominantly  due  to  micro‐
organisms that are capable of infecting otherwise healthy people or higher risk 
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In  the UK,  the Department  of Health  (DH) has provided  a  summary  of best 
practice  to NHS  trusts  for  the  taking  of  blood  cultures  as part  of  the  Saving 
Lives  tool  originally  launched  in  2005  and  updated  in  2007.    This  guidance 
provides recommendations, which aim to ensure that blood cultures are taken 
for the correct indication; at the correct time; and using the correct technique in 
order to prevent contamination of the sample and minimise the risk to patients 
and staff (DH, 2007).   
The guidance will be discussed  in  relation  to  factors affecting  the quality and 
clinical relevance of blood cultures.   
2.1.2.1 Indication for taking blood cultures 
The  DH  guidance  recommends  that  blood  cultures  are  only  taken  when 
clinically  needed  to  identify  patients with  bacteraemia,  and  not  as  a  routine 
sample.  Clinical judgement is therefore required, and the following signs may 
suggest  bacteraemia:  core  temperature  out  of  normal  range;  focal  signs  of 
infection;  abnormal  heart  rate  (raised),  blood  pressure  (low  or  raised)  or 
respiratory  rate  (raised);  chills  or  rigors;  raised  or  very  low white  blood  cell 
count; and new or worsening  confusion.   Bacteraemic patients often have < 1 
CFU ml‐1 of blood (Hawkey & Lewis, 2004) and patients may have a transient, 
intermittent or continuous bacteraemia.   The  likely underlying disease should 
be  considered  for  the  number  and  timing  of  blood  culture  collections,  for 
example continuous bacteraemia associated with  infective endocarditis would 
normally only require a small number of samples compared to other conditions 
where  transient  and  intermittent  bacteraemia may  require  repeated  samples 
over time and taken near fever spikes (Hawkey & Lewis, 2004).    
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The  technical  factors  include  the  volume  of  sample,  the  media  used, 
neutralisation  of  antimicrobial  agents,  incubation  time  and  temperature, 
agitation  of  media  and  headspace  atmosphere.    These  factors  have  been 
extensively  investigated and used  to  inform  the development of blood culture 
methodology,  automated  systems  and  their  evaluation  and  the  standard 
operating procedures for blood cultures as a diagnostic test. 
Manual  blood  cultures  basically  consisted  of  bottles  containing  broth media 
with  a  partial  vacuum  in  the  head  space  which  provides  an  anaerobic 
environment.  Bottles were vented to atmosphere to create an aerobic bottle and 
once  inoculated with  patient  blood  and  incubated, would  require  periodical 
examination and subculture.   These are too labour intensive to be practical for 
most laboratories (Reimer, Wilson, & Weinstein, 1997).   
A  development  in  the manual  blood  culture  bottle was  the  development  of 
“Castenada” bottles which  incorporate a plastic paddle  containing agar.   The 
agar on the plastic paddle indicated growth and required less manual handling 
as subculturing was not required as colonies could be  identified and used  for 
antimicrobial  susceptibility  testing  performed  (Reimer, Wilson, & Weinstein, 
1997).    Other  variations  of  manual  blood  cultures  were  also  used  until  the 
development of automated systems in the 1970’s.   
Components of human blood such as phagocytes, complement and antibodies 
would decrease the yield of blood culture therefore culture media can minimise 
the  activity  of  these  substances  by  dilution  and  by  inclusion  of  specific 
ingredients.  A dilution factor of at least 1 in 15 – 30 has been shown necessary 
to  remove  the antimicrobial effects of normal human blood  (Salventi, Davies, 
Randall,  Whitaker,  &  Waters,  1979).    A  widely  used  ingredient  is  sodium 
polyanethol sulfonate (SPS) which is a polyanionic anticoagulant substance that 
can also inactivate aminoglycoside and polymixin antimicrobial agents (Mylotte 
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& Tayara, 2000).  The addition of SPS can also allow a smaller dilution factor of 
blood to media to produce the same affect and most dilution factors range from 
1  in 5  ‐ 10.   There  is no one media available  that  supports  the growth of  the 
theoretical  range  of  bacteria  which  could  be  isolated  from  the  blood.  
Automated  blood  culture  systems  are  widely  used  in  clinical  microbiology 
laboratories with a range of blood culture bottle  types developed  to recover a 
diverse range of bacteria.  Commercially available blood culture bottles contain 
varying  proportions  of  supplements  and  anticoagulants,  volumes,  headspace 
atmospheres and antimicrobial‐neutralising agents.   
Automated  systems  on  the  market  have  evolved  over  time,  they  vary  in 
methodology but all have a growth indicator, a means of detecting the indicator 
and a signalling system to alert the operator (Hawkey & Lewis, 2004).  The two 
main systems used in the UK, are the BacT/ALERT® system (BioMérieux, Marcy 
L’Etoile, France) and BACTEC® system (Becton Dickinson, Sparks, MD).   
Commercial blood culture bottles will contain nutritious media with SPS, other 
additives such as activated charcoal to neutralise antimicrobials and may have a 
predetermined atmosphere sealed with the media for the growth of anaerobes.  
Typically,  a  blood  culture  set will  consist  of  an  aerobic  and  anaerobic  bottle 
which is usually inoculated with 10 ml of patient blood.   Blood culture bottles 
have  also  been  developed  for  smaller  volumes  for  paediatric  samples,  the 
specific removal of antimicrobials and those specifically for promoting growth 
of fastidious bacteria.  
The automated system used in this study and therefore discussed in detail is the 
BacT/ALERT® which uses  the production of carbon dioxide as an  indicator of 
microbial growth.   The carbon dioxide gas diffuses  through a semi‐permeable 
membrane  in  the  base  of  BacT/ALERT®  bottles  and  reacts  with  water  to 
generate hydrogen ions.   
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This causes a decrease in pH causing a colour change in the base of the bottle, 
the  incubator unit  continuously monitors  the bottles using  light  emitting and 
sensing  diodes  that  measure  reflectance  (each  bottle  is  scanned  every  ten 
minutes).    These  reflectance  values  are  recorded  and  an  algorithm  detects 
evidence  for  microbial  growth  and  flags  for  positive  detection  when  the 
reflectance exceeds a predefined threshold or there is a sustained linear increase 
in carbon dioxide or increase in the rate of carbon dioxide production (Reimer, 
Wilson, & Weinstein, 1997).   
The BacT/ALERT® blood culture bottles are made of shatterproof plastic and the 
contents  securely  contained  using  a  rubber  stopper  secured  by  a metal  ring.    
Upon  inoculation  with  patient  blood,  the  bottles  are  transferred  to  the 
microbiology  laboratory.    Individual  bar  codes  and  bottle  identifiers  link  the 
patient  to  the bottles and are  logged onto  the system.   Bottles are  then  loaded 
into  specified  locations  in  the  rocking  incubator unit where  the  base  of  each 
individual  bottle  can  be  monitored.    Colorimetric  detection  of  growth  then 
triggers  the system  to  flag  the bottle as positive and  the operator can  remove 
the bottle and examine  the  individual bottle plots of  the reflectance units as a 
function of time of incubation.     
Fluid  is  removed  from  positive  bottles  to  perform  microscopy  and  culture.  
Fluid  removal  requires  the  use  of  either  a  blunt  ended  venting  needle  or  a 
safety  adaptor.    If  there  is  clinical  indication  of  a  possible  HG3  bacterial 
infection, the laboratory should be informed so that blood culture bottles can be 
processed at the appropriate containment level because the greatest risk to the 
laboratory workers handling highly pathogenic bacteria  is  laboratory acquired 
infection via the inhalation route (HSE, 2009).     
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bacteremia and PA concentration exhibiting a coefficient of linearity r2 of 0.864).  
The use of PA as a correlate for bacteraemia was also shown in the guinea pig 
model (a coefficient of linearity r2 of 0.785), interestingly they describe an almost 
simultaneous appearance of PA and bacteraemia in the guinea pigs, compared 
to 8/18 cases in the rabbit model showing PA detection preceding bacteremia by 
6 to 12 hours.  The study also determined the average time to death of infected 
animals was  approximately  16  hours  after  the  appearance  of  bacteremia  and 
suggests  the  use  of  PA  as  a marker  for  bacteraemia would  be  beneficial  for 
faster diagnosis and  treatment of  inhalational anthrax.   EF and LF can also be 
detected  in  the  circulation  but  were  detected  at  later  stages  of  infection 
(Edwards  2006).    In  addition  to  PA  as  a marker  of  systemic  anthrax,  three 
unique protein markers specifically secreted by B. anthracis have been identified 
for potential use as novel diagnostic markers of anthrax (Sela‐Abramovich et al 
2009).   The markers are a HtrA protease (BA3660), the BA1952 endopeptidase, 
and a protein of unknown function (BA0796).   
In addition  to detection  in  the animal model,  infected animal blood has been 
used  to  simulate blood  cultures. Bactec,  (Beckton Dickinson)  standard bottles 
were  inoculated with  rabbit whole blood  containing 103 CFU ml‐1 B.  anthracis 
and they were able to detect the three novel markers after 6 hours incubation of 
bottles.    
Weiss et al. (2011), report investigations of antimicrobial treatment in the guinea 
pig and rabbit models where  treatment was  initiated at  first signs of systemic 
disease  (determined  by  the  presence  of  bacteraemia).    Their  results  showed 
antibiotic administration can cure rabbits at the systemic stage of disease (~ 105 
CFU ml‐1 and toxaemia levels of 150 to 500 ng PA ml‐1) and combined with anti–
PA antibodies  cured animals  in more advanced disease  (2  to 4 x106 CFU ml‐1 
and  toxaemia > 1000 ng PA ml‐1).   The combination of antibiotics and anti‐PA 
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antibody also conferred long term protected immunity against reestablishment 
of disease.   
Finally, Levy et al. (2014) established a new rabbit model by artificially creating 
bacteremia by intravenously injecting B. anthracis encapsulated vegetative cells 
into rabbits. This method of inoculation allowed haematogenous spread of the 
bacilli  resulting  in  bacteraemia  that  resembles  the  systemic  stage  of  disease 
(Kobiler,  2006).    Inoculation  with  107  CFU  ml‐1  resulted  in  105  CFU  ml‐1 
bacteraemia 5 hours post  inoculation, reaching a maximum bacteraemia of 108 
CFU ml‐1 after 24 hours and inoculation resulting in bacterial levels of less than 
1 CFU ml‐1  (total dose of 10 CFU) was  sufficient  to  cause  lethality  in  rabbits.  
The  work  conducted  by  Kobiler  et  al.  (2006),  Sela‐Abramovich  et  al.  (2009), 
Weiss et al. (2011) and Levy et al. (2014) was all conducted at the Israel Institute 
for Biological Research and clearly describe the severity of disease based on the 
PA  concentration  in  the  blood  and  bacteraemia  in  the  rabbit  and  guinea pig 
animal  models  and  present  some  interesting  lines  of  enquiry  for  future 
diagnostics  and  finally,  highlighting  the  therapeutic windows  for  curing  the 
systemic phase of anthrax. 
 
2.1.5.2 Human cases 
The Emerging Infections and Zoonoses Section at Public Health England Centre 
for  Infectious  Disease  Surveillance  and  Control,  and  the  Health  Protection 
Division  of  PHE  and  Public  Health  Wales  produce  quarterly  reports  of 
confirmed zoonotic infections for England and Wales, these include cases of B. 
anthracis though these may not have been isolated from blood cultures.   
Anthrax became a notifiable industrial disease under the Factories Act in 1895, 
and in December 1960 became a notifiable disease under the Public Health Act.   
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actual  patients  suspected  of  anthrax would  therefore  not  be  possible  and  it 
would not be practical to design the study around obtaining such samples.   
An  investigation  to  study  the  capability  of  the  BacT/ALERT®  to  detect  three 
strains  of  B.  anthracis  in  blood  cultures was  conducted  at  PHE  Porton  (then 
HPA)  by Hill  &  Spencer,  (2007).    The  investigation  determined  the  time  to 
positive detection of B. anthracis simulated blood cultures using sheep blood in 
a range of different blood culture bottle types.  Using the information from this 
study,  the  decision  was  made  to  limit  investigations  in  this  study  to  only 
standard aerobic blood culture bottles and determine the time to positive over a 
larger range of concentrations.     
A  search  of  literature  for  simulating  blood  cultures  using  the  BacT/ALERT® 
system  revealed  a  study  conducted  by  Solomon  and  Jackson  (1992), 
investigating Brucella melitensis using volunteer human blood to simulate blood 
cultures.    The  use  of  volunteer  human  blood  was  chosen  only  for  a  small 
portion of this study due to the volume of blood required for all investigations. 
It was decided  to use commercially obtained defibrinated horse blood  for  the 
majority  of  the  study.   Horses,  swine,  deer  and  humans  are  considered  less 
susceptible  to  anthrax  than  cattle  or  sheep,  therefore  horse  blood  was 
considered as a suitable surrogate due to susceptibility of the animal.   
The other consideration for the simulation of blood cultures is the inoculum of 
bacterial  cells.  The  spore  is  considered  the  infectious  particle  of  anthrax 
however, patients with bacteraemia would have vegetative bacteria circulating 
in  the  blood  stream,  and  therefore  spores  were  not  chosen  to  inoculate 
simulated blood cultures.   
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inoculum and  then  inoculating  the bottles.   To perform  the work within CL3 
and MSC III, a safe method of inoculation was implemented to eliminate sharp 
hazards. 
2.3.1.1 Inoculum preparation 
The BacT/ALERT®  (Biomerieux) automated blood culture system recommends 
10 ml human blood per bottle  for  the detection of human pathogens  therefore 
for this study 1 ml bacterial suspension and 9ml blood was chosen.  Preliminary 
work  used  defibrinated  horse  blood  (TCS  Biosciences  Ltd,  Buckingham)  and 
following  ethical  approval,  a  comparison was made with human blood  from 
healthy unvaccinated donors.   
To prepare the B. anthracis cultures for inoculation of simulated blood cultures, 
fresh culture was prepared by streaking a colony onto Columbia Horse Blood 
agar  (CBA)  and  incubating  overnight  at  37˚C.    A  colony  from  the  fresh 
overnight CBA plate was inoculated into 10 ml Brain Heart Infusion broth (BHI) 
and incubated overnight at 37˚C.  The overnight suspension (approximately 108 
CFU  ml‐1)  was  then  diluted  in  BHI  broth  using  10‐fold  serial  dilutions  to 
prepare a range of suspensions containing 100 to 107 CFU. 
To estimate the number of viable bacteria in the initial BHI broth culture, a total 
viable count (TVC) was performed by plating 100 μl of appropriate dilutions to 
duplicate CBA plates.   Plates were  incubated  overnight  at  37˚C  and  colonies 
counted,  counts of 30 – 300  colonies were accepted and used  to  calculate  the 
viable count of bacteria in the initial BHI broth culture.   
BacT/ALERT® blood culture bottles consist of a contained plastic bottle with a 
metal  ring  securing  the  rubber  stopper.    In practice,  inoculation with patient 
blood  requires  the  use  of  sharps  and  venting  needles  are  used  to  remove 
cultures after incubation.  
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An alternative method to using sharps in the MSCIII was used by removing the 
stopper  and  re‐securing  it  after  inoculation  using  Biomerieux  resealing  caps 
(BacT/ALERT® Reseals PN 259787, Biomerieux).   The resealing caps also allow 
easy  removal  of  positive  fluid  in  the MSC  III.    Plastic  safety  adaptors with 
Luer®  lock  syringes were also used  to  remove  small  samples when  required.  
All bottles were held in specially designed racks to mitigate against spillage on 
the bench and within  the MSC  III. Preliminary work with Bacillus atropheus, a 
Hazard  Group  1  surrogate  for  B.  anthracis,  enabled  work  to  trial  bottle 
inoculation without  the use of sharps.   This work was conducted successfully 
on  the  open  bench  and  then  the method was  successfully  transferred  to  the 
MSC III for all manipulations of B. anthracis.  To assess whether the removal of 
the  predetermined  atmosphere  within  the  head  space  of  the  bottle  affected 
growth, bottles were prepared using safety adaptors and Luer® lock syringes to 
inoculate  horse  blood  and  suspensions  of  B.  endophyticus  and  B.  anthracis 
(P12C16588).  A further experiment with B. anthracis (Sterne) used blunt needles 
to inoculate 1 ml of low titre bacterial suspension (101 CFU).  
2.3.1.2 Blood culture bottle preparation for human blood 
Each blood sample contained approximately 3 ml of fresh human whole blood 
and  was  transported  to  the  CL3  laboratory  and  inoculated  quickly  into 
uncapped  blood  culture  bottles  in  the MSC  I  before  clotting.    The  volunteer 
blood was pooled by distributing each tube of blood into several bottles.  Four 
aerobic bottles containing human blood were inoculated with B. anthracis in the 
MSC  III  and  a  fifth bottle used  as  a negative  control  containing  only human 
blood.    Subsequent  human  blood  samples  from  volunteers  were  collected 
directly  into  the blood culture bottles.   To enable  the pooling of  the volunteer 
blood,  the  whole  contents  of  the  volunteer  blood  cultures  were  distributed 
randomly to new empty BacT/ALERT® bottles.   
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2.3.1.3 Inoculation of prepared bottles 
Bottles prepared with either 9 ml of human or horse blood were transferred to 
the  MSC  III  where  B.  anthracis  prepared  suspensions  were  inoculated  by 
removing  the  stopper  and  transferring  1  ml  of  bacterial  suspension  with  a 
micropipette.   Stoppers were then secured using resealing caps and Parafilm® 
was  applied  around  the  bottle  neck  and  surface  decontaminated  with 
10,000ppm available chlorine solution with a  ten minute contact  time.   Bottles 
were  then  removed  from  the  MSC  III  and  logged  and  loaded  onto  the 
BacT/ALERT® system and into the incubator unit inside the CL3 laboratory. 
2.3.1.4 Enumeration of positive blood culture fluid 
To estimate the total viable count (TVC) of positive blood culture fluid, 10‐fold 
serial dilutions were performed and 100  μl of appropriate dilutions plated  to 
CBA  media,  in  duplicate,  and  incubated  overnight  at  37˚C.    Colonies  were 
counted and counts of 30 – 300 colonies were accepted and used to calculate the 
number of bacteria in the sample.  To assess the consistency of the TVC method, 
triplicate  aerobic  blood  culture  bottles were  inoculated with  the  same  initial 
concentration  of  B.  anthracis  and  removed  from  the  BacT/ALERT®  after  TTP 
detection.   Positive  fluid was  removed  from  each bottle  and used  to prepare 
triplicate 10‐fold serial dilutions for each bottle and appropriate dilutions plated 
in  triplicate  to  CBA,  plates  were  incubated  overnight  at  37  ˚C  and  counts 
recorded.   
2.3.1.5    Growth at different time points 
Standard bottle inoculations were prepared as described in sections 2.3.1.1 and 
2.3.1.2 with B.  anthracis  (P10C1297) and horse blood.   A  low  concentration of 
inoculum (101 CFU) was used to inoculate 15 aerobic bottles, these were used as 
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2.4.1.1 TTP variation for simulated blood cultures 
The reproducibility of preparing simulated aerobic blood cultures was tested by 
determining the TTP detection with bottles initially inoculated with a range of 
concentrations  (100, 102, 104 and 106  total CFU) of B. anthracis (P10C0001).   The 
same overnight BHI culture was used to prepare three sets of suspensions.  The 
concentration of inoculum, TTP detection, mean TTP detection (decimal h) and 
standard error are shown in Table 2‐2.  The range in TTP for bottles inoculated 
with 100 CFU is 0.3 decimal hours (18 minutes), 102 CFU is 0.4 decimal hours (24 
minutes), 104 CFU is 0.3 decimal hours (18 minutes), and 106 CFU is 0.5 decimal 
hours (30 minutes).   
Table 2-2   TTP detection for simulated blood cultures.  
Time to positive detection (TTP) in decimal hours for three sets of simulated blood 
cultures prepared using three dilutions of the same broth culture of B. anthracis. 
Inoculum 
(Total CFU) 
TTP 
detection (h) 
Mean TTP 
detection (h) 
Standard 
error  (h) 
4.10 x100 
4.93 x100 
5.56 x100 
13.0 
12.8 
12.7 
12.8  0.09 
4.10 x102 
4.93 x102 
5.56 x102 
11.0 
11.2 
10.8 
11.0  0.12 
4.10 x104 
4.93 x104 
5.56 x104 
8.8 
8.7 
8.5 
8.7  0.09 
4.10 x106 
4.93 x106 
5.56 x106 
6.0 
5.7 
5.5 
5.7  0.14 
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2.4.1.2 Effect of head space atmosphere on growth 
A method  to  remove  the  sharps hazard was  chosen  to prepare and  inoculate 
blood  cultures.    Studies were  conducted  to  determine  if  the  removal  of  the 
blood  culture  rubber  seal  affected  the growth of B.  anthracis  in  aerobic blood 
cultures due to the alteration of the atmosphere in the head space.   
The  mean  time  to  positive  flag  for  triplicate  capped  and  uncapped  aerobic 
blood cultures inoculated with 1.5 x103 CFU Bacillus endophyticus were, capped 
8.3 ± 0.03 h (mean ± s.e), and uncapped 8.1 ± 0.10 h (mean ± s.e).  The difference 
in mean TTP detection between capped and uncapped bottles was 0.2 h.   The 
method was repeated using B. anthracis (P12C16488) inoculated with a range of 
concentrations (5.7 x 100 to 5.7 x 106 CFU) in both capped and uncapped bottles 
and in replicate bottles inoculated with a low concentration 57 CFU (n=5 capped 
and n=3 uncapped).   A  scatter plot of  the data  shows an association between 
inoculum  (Total CFU)  and TTP detection  (decimal hour),  for  the  capped  and 
uncapped bottle data (Figure 2‐3).  The mean TTP detection and standard error 
for capped bottles was 13.7 ± 0.14 h  (mean ± s.e) and uncapped bottles 14.6 ± 
0.10 h (mean ± s.e) with a difference between the two treatment means of 0.9 h.  
A possible factor contributing to the difference between capped and uncapped 
bottles was  the actual delivery of  inoculum  to capped bottles using  the safety 
adaptor and Luer® lock syringe.  
To examine  this possibility, B.  anthracis  (Sterne) was used  to  simulate  capped 
and  uncapped  bottles  inoculated with  a  low  concentration  (1.04  x  101 CFU), 
with  addition  of  the  bacterial  suspension  using  a  blunt  ended  needle  and 
syringe.   B. anthracis  (Sterne) at a  low concentration was chosen  to reduce  the 
infectious hazard for the procedure.  The mean TTP detection for capped bottles 
was 10.9 ± 0.05 h (mean ± s.e), and uncapped bottles was 11.3 ± 0.14 h (mean ± 
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s.e).  The difference in mean TTP detection for the capped and uncapped bottles 
using the blunt needle delivery was 0.4 h.     
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-3  Effect of head space atmosphere on growth.  Relationship between the 
concentration of inoculum and TTP detection of B. anthracis (P12C16488) using 
horse blood for capped and uncapped aerobic blood culture bottles.  
 
2.4.1.3 Total viable count variation 
To  assess  the  variation  of  total  viable  counts  (TVC)  for  estimating  the 
concentration of bacteria in positive blood cultures, an initial investigation was 
conducted.    The  counts  were  log  transformed  to  perform  an  Analysis  of 
Variance  (ANOVA)  statistical analysis using SPSS  (IBM).   The  test  statistic F= 
0.463 and corresponding p‐value (p= 0.304) indicate no significant difference at 
the  5%  significance  level  (p<0.05)  between  the mean  values  for  transformed 
count data from triplicate dilutions of the same blood culture fluid (Appendix 
2.2).   There  is high  confidence  in  the  consistency of TVC  estimations of  total 
viable bacterial concentrations in the positive blood culture fluid. 
(Total CFU) 
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2.4.1.4 Growth at different time points 
In  a  front‐line  laboratory  blood  culture  bottles may  flag  positive  during  the 
night and processed the following day. To consider this situation an experiment 
was conducted  to determine  the concentration of B. anthracis at different  time 
points.   B. anthracis  (clinical  isolate P12C1297) was  initially used  to determine 
the  concentration  at  time points T2 hours, T4 hours, T6 hours, T8 hours  and 
TTP.  A  second  experiment  using  B.  anthracis  (Vollum)  was  conducted  to 
determine  the  concentration  at  time  points  T4,  T8,  TTP,  4  hours  post  TTP 
(TTP+4) and 8 hours post TTP (TTP+8).   
The initial concentration of B. anthracis (P10C1297) inoculated was 6.6 CFU and 
1.3  CFU  (Vollum)  representing  low  bacteraemia.    Triplicate  bottles  were 
removed from the BacT/ALERT® incubator unit at different time points and the 
blood  culture  fluid  enumerated  using  TVC.  The  mean  concentrations 
(geometric  mean  with  95%  confidence  intervals)  for  triplicate  bottles  of  B. 
anthracis  (P12C1297  and  Vollum)  removed  at  different  time  points  are 
graphically  represented  in  Figure  2‐4.      The  data  suggests  that  there  is  no 
dramatic decrease in the bottle concentration after 4 hours and 8 hours post TTP 
detection therefore not presenting a problem if bottles flag positive overnight.  
The  concentration  of  bacteria  at  time  points  4  and  8  hours  was  used  to 
determine  the  generation  time  (doubling  time)  of  B.  anthracis  in  simulated 
aerobic  blood  cultures.    The  generation  time was  calculated  by  dividing  the 
interval  time by  the number of generations which uses  the Log  (final count) – 
Log (initial count) divided by Log (2) to express growth by binary fusion.  The 
calculated doubling time for B. anthracis was 28.81 minutes with 95% confidence 
limits  of  23.55  to  43.53  minutes  (Vollum)  and  28.14  minutes  with  95% 
confidence limits of 25.78 to 37.54 minutes (P12C1297).    
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The  relationship between  the concentration of  inoculum and TTP detection  in 
human and horse blood  is presented  in  the  scatter plot  (Figure 2‐5),  the data 
points are for three independent determinations.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Relationship between the concentration of inoculum and TTP detection for B. 
anthracis (P12C16488) using human and horse blood. 
The  scatter  plot  indicates  an  inverse  linear  relationship  between  initial 
inoculum  concentration  and  TTP  detection  for  both  human  and  horse  blood 
cultures.    Linear  regression  was  performed  on  the  paired  data  for  each 
determination with human and horse blood cultures.  A summary of the linear 
regression  line  equation  values  for  the  human  and  horse  blood  is  shown  in 
Table  2‐4.  (line  equation  y=  a  ln(x)+yo).    The  coefficient  r2  indicates  a  strong 
association  between  the paired  values  and  the  regression  line  equation.   The 
coefficient  r2  is  a measure  of  the portion  of variability  in Y  explained by  the 
regression. It is the proportion of variation in Y that can be attributed to X.  The 
coefficient r2  is a measure of  the strength of  the  linear relationship between X 
and Y and the residual or unexplained variability is 1‐ r2.   
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Blood culture inoculum concentration (CFU ml-1)
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A scatter plot was used to explore any relationships and Figure 2‐6 suggests the 
paired values of concentration (Total CFU) and TTP detection (h) approximates 
to a straight inverse line.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
To  determine  if  there was  a  strong  relationship  between  the  paired  values, 
linear  regression was performed  for  the paired  values  for  all  the B.  anthracis 
strains.  A strong inverse linear association between the initial concentration of 
inoculum  and TTP detection was  indicated  by  the  coefficient  r2  =  0.9232  and 
represented in the scatter plot (Figure 2‐7). The paired values for human blood 
cultures were added to the scatter plot but not included in the linear regression 
analysis (Figure 2‐8).   
(Total CFU) 
Figure 2-6  Relationship between concentration of inoculum and time to positive 
detection for nine strains of B. anthracis. 
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                  The relationship between  the concentration of  inoculum and TTP detection 
for B. anthracis using horse blood.   ○data  are  the paired values  for  simulated bottles 
containing human blood.  
Three human blood paired values and  three horse blood paired values using 
clinical isolate P12C16488 fell outside the 95% prediction intervals (red lines) for 
the linear regression.   
The paired values for capped blood cultures were added to the scatter plot but 
not  included  in  the  linear regression analysis (Figure 2‐8).   Two of the capped 
paired values fell outside the 95% prediction intervals (red lines) for the linear 
regression. 
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Figure 2-7  Linear regression for nine strains of B. anthracis overlayed with human 
blood data. 
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Figure 2-8  Linear regression for nine strains of B. anthracis overlayed with capped 
data. The relationship between the concentration of inoculum and TTP detection for 
B. anthracis using horse blood.  The red circles are the paired values for capped 
bottles using horse blood. 
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2.4.4.2 Toxin EIA data  
RIPL laboratory computer system was interrogated to gather information of the 
antibody  and  toxin  EIA  results  performed  during  the  2009‐2010  injectional 
anthrax  outbreak.    For  39  of  the  cases  confirmed  as  anthrax  by RIPL during 
2009‐2010, 16 were positive for anti‐PA toxin.  For 10 of these cases onset dates 
were reported on the request form and onset ranged from, the same day (1), one 
day (4), two days (3), six days (1) and nine days (1).  Of those positive for toxin, 
seven  had  blood  cultures  and  of  those,  six  had  positive  blood  cultures.    A 
summary of the findings are given  in Appendix 2.1, to  include onset date and 
collection date where provided.   
2.4.4.3 Bacteraemia cases 
A  summary  of  human  cases  of  anthrax  with  documented  bacteraemia  is 
presented in Table 2‐4, the information was gathered by an electronic literature 
search using Medline and information was additionally gathered from referring 
front‐line  laboratories  in  the  UK,  since  2006.    Biomerieux  also  collect  blood 
culture data from around the world as part of the Rare Organisms Club (ROC).  
The latest report includes data for four B. anthracis blood cultures however, the 
date of the cases may not be the date recorded by ROC and it was not possible 
to obtain details about who reported the information. 
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Table 2-4   Anthrax cases describing bacteraemia and blood cultures 
Case  Year  Location and reference  Description 
1  2001  Barakat et al. (2002) 
USA 
11th case of bioterrorism‐related 
inhalational anthrax reported in the United 
States. Admitted 16th, BCs +ve 17th, died 21st 
Nov. (BacT/Alert®) all 4 blood culture 
bottles positive after 14 hours of incubation 
(outcome – fatal).  
2  2002  Tse, Yeung, Trendell‐
Smith, & Kwong, 
(2002), Hong Kong 
Cutaneous anthrax case, blood culture grew 
E. coli (outcome ‐fatal E. coli septicaemia). 
3  2006  Riley, (2007), Scottish 
borders 
Inhalational anthrax ‐Positive blood culture 
, taken 7th July, positive 8th July, second set 
of BCs negative (outcome – fatal) 
4  2006  Walsh et al. (2007), USA  Blood cultures taken from patient in 
Pennsylvania, US and positive in <12 hours 
in 4 of 4 bottles via the BacT/Alert® System  
(outcome – survived). 
5  2008  Hackney, London  Inhalational anthrax, Blood cultures 
positive but no further information 
(outcome – fatal). 
6  2009  Biomerieux ROC  Time to detection 17 hours for aerobic and 
anaerobic bottles (unknown outcome or 
origin of information). 
7  2009  Glasgow Royal 
Infirmary, Scotland 
2 cases, at least 1 case had positive blood 
culture – no further details 
8  2009  Southern General 
Glasgow, Scotland 
2 x BC set taken both negative (outcome‐ 
survived) 
9  2009  Southern General 
Glasgow, Scotland 
Blood culture set taken 09/12/09 16:40, 
received at lab 19:42, 10/12/09  aerobic bottle 
positive 06:07 (TTP 10.42) anaerobic bottle 
positive 07:57 (TTP 12.25)  (outcome‐ fatal). 
10  2009  Southern General 
Glasgow 
Blood culture set taken 07/12/09, aerobic 
bottle positive 19:15 (TTP 9.64) and 
anaerobic bottle positive 19:35 (TTP 9.97) 2 
further sets taken both negative (outcome‐ 
survived). 
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Case  Year  Location and reference  Description 
11  2010  Southern General 
Glasgow, Scotland 
Blood culture set received at lab 04/02/10 
21:19, aerobic bottle positive 5/02/10 05:25 
(TTP 8.1) and anaerobic bottle positive 04:35 
(TTP 7.27) (outcome‐ survived). 
12  2010  Hairmyres Glasgow, 
Scotland 
BacT/ALERT® blood cultures taken 
06/05/2010  12:30, received at laboratory 
14:42 aerobic bottle +ve 8.3h , anaerobic 
bottle +ve 7.7h  (outcome‐ fatal). 
13  2010  Ninewells, Scotland  Blood culture negative  
14  2010  Ninewells, Scotland   Blood cultures taken 06/01/2010 and 
positive 07/01/2010  (outcome‐ survived). 
15  2010  Crosshouse, Scotland  Positive blood culture – no further details 
16  2010  London 
Imperial, England 
Positive blood culture – no further details 
17  2010  Leicester, England  2 x sets of BC both negative 
18  2010  Royal Infirmary 
Edinburgh, Scotland 
Positive blood culture – no further details 
19  2010  Charing Cross 
Hospital, England 
2 cases, both positive blood cultures – no 
further details 
Jallali, Hettiaratchy, Gordon, & Jain, (2011) 
20  2010  Knox et al. (2011) 
Dumfries and 
Galloway Royal 
Infirmary 
Negative blood cultures 
21   2010  Powell, Crozier, 
Hodgson, & Galloway 
(2011) 
General Hospital, 
Glasgow, Scotland 
Within 24 hours of collection, all 6 blood 
culture bottles grew Gram positive 
organisms suggestive of Bacillus anthracis.  
(outcome – survived) 
22  2011  Biomerieux ROC  Time to positive 0.6 day for aerobic bottle 
and 0.56 day for anaerobic bottle (unknown 
outcome or origin of information) 
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Case  Year  Location and reference  Description 
23  2011  Biomerieux USA  2 sets of BacT/ALERT® blood cultures 
positive in 13 hours. (outcome‐ survived) 
24  2012  Micropath Wirral,   Blood cultures negative at 5 days 
 
25  2012  Victoria Infirmary 
Blackpool, England 
Aerobic  bottle  positive  12/8/12  (15:55) 
Anaerobic  bottle positive  13/8/12        (08:44) 
(outcome – fatal)  
26  2012  Victoria Infirmary 
Blackpool, England 
Aerobic bottle positive 04/9/12 (09:12) 
Anaerobic bottle positive 04/9/12 (16:08) 
(outcome – fatal) 
27  2012  Grunow et al. (2012), 
Germany 
The blood culture taken and flagged 
positive after 3.5 hours. (outcome – 
survived, treatment as outpatient) 
28  2012  Holzmann et al. (2012), 
Germany 
Blood cultures (Becton Dickinson) taken 
from patient in Germany turned positive 
after 53 minutes of incubation (outcome – 
fatal). 
 
29  2013  James Paget Norfolk  Patient admitted 27/02/13, Blood cultures 
taken 01/03/13 but negative 
(outcome – survived) 
30  2013  Russell, Pedersen, 
Jensen, Soes, & Hansen, 
2013 
Danish case 1 Bacillus anthracis was found in 
both aerobic blood cultures (Becton 
Dickinson) no times given  (outcome – 
survived) 
Danish case 2 aerobic blood cultures 
positive (BacT/ALERT®) no times given  
(outcome – survived) 
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2.4.4.4  Bacterial blood concentrations in anthrax cases 
The TTP  is related  to bacterial blood concentration and could be used  to  infer 
bacterial blood concentration.  Studies have established a relationship between 
bacterial  blood  concentration  with  clinical  outcome  and  TTP  as  a  probable 
surrogate  marker  of  bacteraemia  severity.  The  TTP  detection  for  anthrax 
patients  (Table 2‐4) was used  to carry out  reverse  regression using  the paired 
data  for  the  nine  B.  anthracis  strains  (Figure  2‐7).    The  reverse  regression 
estimates  the concentration of B. anthracis  in  the patient blood at  the  time  that 
blood cultures were taken.  The estimated concentrations are shown in Table 2‐
5.   The estimated bacterial concentrations of six injectional anthrax patients do 
not provide a relationship with clinical outcome. 
 
Table 2-5  Reverse regression estimates of bacterial concentration for anthrax 
patients.  Estimates (X) of bacterial concentration of B. anthracis from case data of 
time to positive detection, case data from Table 2-4. 
Case  Outcome  Y   (h)                 X      (Total CFU) 
9  Fatal  10.4  1.05 x 103 
10  Survived  9.6  4.51 x 103 
11  Survived  8.1  7.98 x 104 
12  Fatal  8.3  5.49 x 104 
23  Survived  13.0  8.54 x 100 
27  Survived  3.5  4.26 x 108 
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To  safely  simulate  blood  cultures  in  MSC  III,  within  the  CL3  laboratory,  a 
method was developed  to  remove  the  sharps hazard.     This method  required 
the  removal of  the blood culture bottle  rubber  stopper and  therefore  released 
the vacuum and predetermined atmosphere within the head space of the blood 
culture bottle.  BacT/ALERT® aerobic blood culture bottles are prepared with an 
atmosphere of carbon dioxide in oxygen under vacuum.  The effect of removing 
the vacuum and predetermined atmosphere on  the growth and  therefore TTP 
detection by  the BacT/ALERT®  system was  investigated. The  time  to positive 
detection for bottles inoculated with removal of the rubber stopper (uncapped) 
and  those without  removal  (capped) were  tested with B.  endophyticus  and B. 
anthracis clinical isolate (P12C16488).  The difference in mean TTP detection for 
the capped and uncapped bottles was 0.2 h for B. endophyticus and 0.9 h for B. 
anthracis (P12C16488) which equates to 12 minutes and 54 minutes respectively.  
The actual procedure used to inoculate the capped bottles may account for the 
variation  in TTP.   The method used Luer®  lock  syringes and  safety adaptors 
and it was difficult to ensure the exact volume of inoculum was delivered to the 
bottle.    Further work was  conducted  to  inoculate  a  low  concentration  of  B. 
anthracis  (Sterne)  into blood culture bottles without  the  removal of  the  rubber 
stopper.  Horse blood was inoculated using the safety adaptor and Luer® lock 
syringe and  the bacterial suspension was  inoculated using a blunt needle and 
syringe.   The Sterne  strain was  chosen and a  low  concentration  inoculated  to 
reduce  the  infectious  hazard.    The  difference  in  mean  TTP  detection  (n=5) 
between capped and uncapped bottles with this method of inoculation was 0.4 
h  (decimal  hour) which  equates  to  24 minutes.    The  effect  of  removing  the 
predetermined head space on resulting TTP detection was considered low and 
24 minutes  variation was more  acceptable  compared  to  54 minutes  initially 
determined.   
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Without  further  testing  to generate  sufficient data  for  confidence  in  statistical 
analysis it cannot be shown to have a significant difference.  
Defibrinated horse blood was used to simulate blood cultures for the majority 
of  the  study due  to  it being  commercially  available  and  the  time  required  to 
organise  collection  of  volunteer  blood.    Human  blood  was  collected  from 
healthy, unvaccinated volunteers to compare with the use of defibrinated horse 
blood.  No specific data on the susceptibility of horses to anthrax was found in 
the  literature,  though  it  is generally accepted  that horses and humans have a 
lower  susceptibility  to anthrax  compared  to other animals,  such as  cattle and 
sheep.   Another  possible  factor which may  alter  the  growth  of  the  bacteria 
would  be  the  action  of  complement  and macrophages present  in  the  human 
blood,  within  the  blood  culture  bottle.    The  effect  of  these  human  blood 
constituents  should  not,  however,  have  a  large  effect  because  Sodium 
polyanethol sulfonate (SPS) in blood culture media has anticoagulant properties 
and also counter‐acts the bacterial inhibitors of human blood.  SPS is known to 
neutralize  the  bactericidal  activity  of  fresh  human  serum  and  to  inhibit 
phagocytosis (Salventi et al., 1979).   
The paired study data for the concentration of inoculum and TTP detection was 
used to produce a scatter plot to perform linear regression.  The slope of the line 
for human blood was determined as  ‐0.631 ± 0.039  (mean ±  s.e; n=3) with an 
estimated intercept of 16.4 hours ± 0.61 hours (mean ± s.e; n=3).  The slope of the 
line for horse blood was determined as  ‐0.713 ± 0.0004 hours (mean ± s.e; n=3) 
with an estimated  intercept as 16.8 hours ± 0.12 hours (mean± s.e; n=3).   From 
this data,  an  initial  concentration of  1 CFU  in human blood  (10 ml) gives  an 
estimated  TTP  detection  of  16.4  hours  and  for  every  10  fold  increase  in 
concentration the estimated TTP detection decreases by 1.45 hours.  
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Similarly, an initial concentration of one CFU in horse blood (10 ml) gives and 
estimated  TTP  detection  of  16.8  hours  and  for  every  10  fold  increase  in 
concentration  the  estimated  TTP  detection  decreases  by  1.64  hours.    The 
difference  in 1.64 hours and 1.45 hours  is 0.19 hours, equivalent to 11 minutes 
24 seconds.  The effect of different blood as a culture media on the growth of B. 
anthracis was considered low and without further testing to generate sufficient 
data  for  confidence  in  statistical  analysis  it  cannot  be  shown  to  have  a 
significant effect or difference due to chance alone.  The choice of horse blood to 
simulate aerobic blood cultures  for  the majority of  investigations was  justified 
for  the purposes of  the exploratory  investigations  in  this  study.   Future work 
would collect human blood directly into blood culture bottles followed by blunt 
ended needle  inoculation of  the bacterial suspension  to more closely simulate 
human  blood  cultures.    This method would  alleviate  the  potential  factors  of 
blood and head space atmosphere on the growth of bacteria.   In this situation, 
the potential variation in preparing the bacterial suspension would be the only 
remaining factor to consider.       
The estimations of bacterial concentration in the blood have obvious limitations 
due  to  the potential  factors affecting  the TTP detection data generated  in  this 
study.  The factors identified were the type of blood used to simulate the blood 
cultures,  the  method  of  inoculation  which  altered  the  predetermined 
atmosphere in the bottle head space both of which were shown to have minimal 
effect.   The  inherent  inaccuracy of  the  total viable count method  to determine 
bacterial  concentration  may  also  contribute  to  estimates  derived  from  these 
data.   The TVC method determines only  the  concentrations of viable bacteria 
and relies on the assumptions that the small sample taken from the population 
of bacteria in suspension is representative of the whole population therefore the 
culture  is homogeneous, all viable  cells will grow  to produce a  single  colony 
and the growth conditions allow for the growth of all the bacteria sampled.   
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The  consistency of preparing dilutions  for TVC was  examined  and  shown  to 
have no significant difference between counts from triplicate dilutions.  
The relationship between concentration and TTP detection for nine B. anthracis 
strains  (five  ASC  stains  and  four  clinical  isolates)  was  shown  to  follow  an 
inverse  linear  relationship.    The  linear  regression  for  all  strains  (Figure  2‐8) 
describes the association of concentration (Total CFU) and TTP detection (h) by 
the BacT/ALERT® system by the line equation y= ‐0.5356 ln(x)+14.1499.   Paired 
values  for  all  strains  except  three  points  for  clinical  isolate  P12C16488,  fell 
within 95% prediction. When the paired values for human blood were added to 
the  scatter plot only  three  fell outside  these  limits.   Similarly,  the overlay  for 
capped paired data revealed only two falling outside the limits.  This reinforces 
the  conclusion  that  the  potential  effect  of  blood  type  and  head  space 
atmosphere  on  TTP  detection  was  considered  insignificant.    Using  the  line 
equation,  a  concentration  of  one  CFU,  the  estimated  TTP  detection  is  14.15 
hours  and  for  every  tenfold  increase  in  concentration  the  estimated  time  to 
positive  detection  decreases  by  1.23  hours.    The  inverse  linear  relationship 
demonstrated  by  Soloman &  Jackson  (1992)  for  Brucella melitensis  cannot  be 
compared to B. anthracis due to  large differences  in growth characteristics and 
insufficient  data  provided  in  the  literature.    The  relationship  between 
concentration and TTP detection for other bacteria used in this study were only 
determined on one occasion.  However, it can be clearly seen in Figure 2‐2, the 
two Bacillus spp. and S. aureus have a similar slope to B. anthracis compared to 
the other bacteria (S. epidermidis and Micrococcus spp.). 
Several  studies  have  established  a  relationship  between  bacterial  blood 
concentrations with clinical outcome of bacteraemic patients (Khatib, et al., 2005; 
Willmann, et al., 2013; Hsu, Huang, Hsu and Liao., 2014; Huang, Sun and Yan, 
2014).  To examine whether this was the case with injectional anthrax patients, 
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the relationship between concentration and TTP detection for nine strains of B. 
anthracis was used.   The  line  equation determined  in  this  study was used  to 
perform  reverse  regression with  the  time  to  positive  detection  data  received 
from referring hospitals during the outbreak of injectional anthrax in the UK, to 
estimate the concentration of circulating B. anthracis cells at the time of sample 
collection  (Table  2‐6).    Of  the  cases  used  to  estimate  bacterial  blood 
concentration,  four  cases  survived anthrax and  their estimated  concentrations 
ranged  from  low bacteraemia  (8.54 CFU)  to very high bacteraemia  (4.26 x 108 
CFU) and two fatal cases had estimated concentrations  in the order of 103 and 
104  CFU.    The  small  data  set  of  six  patients  suggests  bacterial  blood 
concentration does not have a relationship with clinical outcome for injectional 
anthrax.   The outcome of systemic anthrax in these patients will not have been 
necessarily wholly dependent on the concentration of circulating bacteria in the 
blood, but how long they had a bacteraemia.  Several factors would have been 
involved with either their favourable or fatal outcomes; one being prompt and 
appropriate antibiotic  treatment which can quickly clear bacteria  in  the blood, 
although  high  levels  of  exotoxin would  remain  and  can  ultimately  result  in 
shock and death.  
For a bacteraemia to occur there would have to be sufficient bacteria in a focal 
point of infection to then disseminate in to the circulatory system.  At the focal 
point,  the  bacteria  would  have  been  able  to  overcome  the  local  immune 
responses,  aided  by  the  presence  of  protective  capsule  and  the  action  of  the 
exotoxins on preventing macrophages to signal immune responses.  Once bacilli 
disseminate  from  the  focal point,  the systemic  immune  responses would mop 
up some of the bacteria with initial bacteraemia being low for several hours but 
the production of exotoxins would  then again enable  the bacteria  to multiply 
without  much  problem  until  reaching  a  concentration  of  approximately  108 
before death of  the host.   At  this concentration  there are sufficient bacteria  in 
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the  blood  to  perform  direct microscopy,  a  reason why  this  diagnostic  test  is 
performed on blood sampled  in cases of sudden death occurring  in  livestock.  
The high concentration of bacteria in the blood is not common among the many 
bacterial  species which  cause bacteraemia,  the only other being Yersinia pestis 
which can also reach levels of 108 CFU ml‐1.          
The linear regression analysis describes the relationship between concentration 
and TTP detection assumes the x explanatory variable can be measured without 
error.    In  this  study  it  was  determined  by  TVC,  therefore  not  necessarily 
without  inherent  limitations  and  examination  of  count  variance  provides 
confidence  in  consistency  for  this  study.    It would be possible  to use  reverse 
regression  to  estimate  future  unknown  x  values,  to  more  reliably  estimate 
bacterial blood concentration, if this limitation was addressed. For this purpose, 
standard inoculums could be prepared using optical density and quantified by 
PCR.   Blood  cultures  could  be  simulated with  human  blood  inoculated with 
blunt  ended needles  so  the data generated would more  closely  represent  the 
real situation.  These data could then be used to generate a calibration curve for 
reverse  regression  estimations  of  future  unknown  bacterial  blood 
concentrations.  
Blood  cultures may  flag positive  on  automated  systems  overnight  in  routine 
front‐line clinical laboratories and therefore may not be processed directly after 
being determined positive, due to limited out of hours staffing. To simulate this 
situation,  blood  cultures  were  sampled  at  different  time  points  and 
concentration  of bacteria determined by TVC.   At  time points  4  and  8 hours 
post positive detection (TTP +4 and TTP +8 hour) did not show any significant 
reduction in concentration.   
Processing  B.  anthracis  bottles  after  this  time was  not  considered  a  problem 
because  the diagnostic  tests  to  be performed were not dependant  on  growth 
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phase.   Blood  cultures would  not  be  routinely  removed  from  the  automated 
system before the time to positive detection however, time points at 2 hours, 4 
hours and 8 hours post inoculation were taken to look at the doubling time of B. 
anthracis in simulated blood cultures.  The concentration at time points 4 and 8 
hours were used  to determine  the doubling  times  of B.  anthracis which were 
28.81  minutes,  95%CI  (23.55,  43.53  minutes)  for  Vollum  and  28.14  minutes, 
95%CI (25.78, 37.54 minutes) for clinical  isolate P12C1297.   It  is presumed that 
the  favourable  conditions  in  blood  culture  is  represented  by  fast  doubling 
times, compared to in‐vivo recorded doubling times for B. anthracis.  During the 
final  10  to14  hours  of  bacteraemia,  different  experimental  animals  are 
documented  to  have  doubling  times  of  approximately  115 minutes  (rats),  95 
minutes  (sheep), 53 minutes  (Guinea pigs) and 45 minutes  (mice) summarised 
in WHO, OIE, FAO, (2008). 
Blood cultures are an important sample and diagnostic tool used to determine 
the  presence  of  bacteria  in  the  blood.    Isolation  of  bacteria  from  the  blood 
culture  can  enable  identification  and antimicrobial  susceptibility  testing  to be 
performed  and  the  information  used  to  appropriately  treat  the  patient.    The 
Department of Health guidance for taking blood cultures recommends that this 
sample should not be  taken routinely but dependent upon clinical  judgement, 
to ensure quality and relevance of the test. However, blood cultures are one of 
the  recommended  clinical  samples  to  be  taken  from  patients  who  have 
suspected  exposure  to  ACDP  Hazard  Group  3  bacteria  from  potential 
bioterrorism events.    In a potential bioterrorism event  the  isolation of bacteria 
from  the  blood  culture  may  not  only  aid  the  appropriate  treatment  of  the 
patient  but  also  aid  forensic  purposes.    The  ‘gold  standard’  for  confirming 
infection  caused  by  ACDP  Hazard  Group  3  bacteria  is  isolation  and 
identification  by  several  methods  such  as  phenotypic  and  more  commonly 
specific genotypic characteristics.  Genotyping of isolates is especially important 
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in  outbreaks  for  epidemiological  study  but  also  forensic  investigations  in 
bioterrorism  events.    Patients  may  present  at  hospital  with  different 
manifestations  of  anthrax  and  the  indication  for  blood  cultures may  not  be 
present depending on  the  route of  infection and  stage of disease.   The  recent 
documented cases of injectional anthrax examined as part of this study revealed 
that 24.4% of patients had blood  cultures  taken  (11 of 45) and of  those 54.5% 
were  positive  (6  of  11).    Negative  blood  cultures  were  likely  due  to 
administration of antibiotic  treatment prior  to blood cultures being  taken and 
also  implied,  with  subsequent  negative  blood  cultures  after  initial  positive 
blood  cultures  (Table  2‐5.  Case  10,  2009‐Southern  General  Glasgow).  
Interrogation of  the RIPL  laboratory computer system revealed  the number of 
cases with positive toxin and antibody results.   The 16 toxin positive cases, 10 
reported onset dates on request forms.   The suggestion by Kobiler et al. (2006) 
that PA can be used as correlate for bacteraemia would indicate that 9 cases of 
the 16 positive for PA could have been bacteraemic but without blood cultures 
being taking this cannot be corroborated.    
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This chapter described the experiments performed to investigate the growth of 
B. anthracis in blood cultures, the main points may be summarised as follows: 
 The  use  of  resealing  caps  and  safety  adaptors  provided  a  safe  and 
practical method  to work with  B.  anthracis  in  blood  cultures within  a 
research setting. 
 Modifications made  to  simulate blood cultures  for  the purposes of  this 
study by altering  the head  space atmosphere of aerobic blood  cultures 
and using horse blood did not result in disparate results.  
 There is a strong relationship between initial inoculation concentration in 
simulated aerobic blood culture bottles and time to positive detection on 
the BacT/ALERT® automated system.   
 Reverse regression could be used to estimate unknown concentrations of 
bacteria in bacteraemic patients.   
 
The  conclusions  of  the  study  relating  to  the  aspect  of  ‘the  process’  for 
simulating  blood  cultures,  have  informed  subsequent  study  investigations 
explored in Chapter Three.  Here methods to potentially reduce the turnaround 
times for the confirmation of B. anthracis in blood cultures continue the aspect of 
‘the process’.  
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Other patient  orientated  outcomes,  such  as  changes  in  the use  of  antibiotics, 
length  of  hospitalisation  and most  importantly,  patient mortality  have  been 
conducted  (Barenfanger,  Drake,  &  Kacich,  1999;  Kerremans  et  al.,  2008; 
Lehmann,  Herpichboehm,  Kost,  Kollef,  &  Stüber,  2010;  Saito,  2009; 
Schneiderhan, Grundt, Wörner, Findeisen, & Neumaier, 2013).   
The TAT for blood cultures encompasses time points for; 1. sample collection, 2. 
sample receipt at the laboratory, 3. loading onto the automated system, 4. time 
to  positive  detection,  5.  identification  and  antimicrobial  testing  and  6.  final 
report  release.    The  replication  of  bacteria  in  blood  cultures  cannot  be 
performed more  rapidly  because  bacteria  are  dynamic  and  vary  in  doubling 
time.    To  reduce  TAT,  the  period  post  positive  detection  involved  with 
identification could be reduced.  A first consideration is the resources available 
to  the  laboratory.   Cheap,  rapid  presumptive  identification methods  such  as 
lateral‐flow  immuno‐chromatographic  tests  and  stains  in  addition  to  Gram 
microscopy, could be used in conjunction with standard identification methods 
and  be  particularly  useful  in  resource  poor  countries.    Compared  to 
conventional identification, more rapid technologies may provide either specific 
detection for a range of common pathogens or unrestricted identification of any 
possible  pathogen.    The  direct  testing  of  positive  blood  culture  fluid  for 
molecular detection can be pathogen specific or unrestricted by using 16S rRNA 
sequencing,  MALDI‐TOF  MS  is  unrestricted  but  depends  on  the  library 
coverage  of  pathogens.  Peptide  Nucleic  Acid  Fluorescence  In  Situ 
Hybridization (PNA FISH) and array‐based nanoparticle technology both have 
specific  panels  for  pathogens.    The  hands  on  time  for  all  of  these methods 
would have to be considered  in respect to TAT and also additional alterations 
to normal work flow for their incorporation.   
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concentration results of isolates.  The identification of bacteria will also inform 
appropriate  antimicrobial  susceptibility  testing  on  colonies  of  the  bacteria 
manually  if  automated  systems  are  not  routinely  used.    If  there  are  doubts 
about  the  identification  of  the  bacteria,  an  agar  slope  culture  of  the  isolate 
would be sent to a reference laboratory.  The reference laboratory identifies and 
confirms identification of the isolate using specialist methods. 
To  reduce  the  TAT  direct  inoculation  of  rapid  automated  identification  and 
antimicrobial  testing  systems  with  positive  blood  culture  fluid  for  common 
bacterial  causes  of  bacteraemia  has  been  investigated  (Hansen  et  al.,  2002; 
Putnam  et  al.,  1997).    This  method  is  not  a  recommended  protocol  by  the 
manufacturers  and  has  not  become  common  practice  in  front‐line  diagnostic 
laboratories  in  the  UK.      The  identification  of  the  rarer  highly  pathogenic 
bacteria in such rapid automated systems may be limited by the extent of their 
databases (Lim et al., 2005).   
A method, which  is an alteration of  the direct  inoculation of rapid automated 
identification previously mentioned, is the use of serum separator tubes (SST).  
It has been  shown  that bacteria can be  isolated  from  the gel plug of SST as a 
method  of  concentrating  bacteria  from  positive  blood  cultures  (Barman, 
Sengupta, & Singh, 2010; Beuving, van der Donk, Linssen, Wolffs, & Verbon, 
2011a; Funke & Funke‐Kissling, 2004; Putnam  et al., 1997).   The  same method 
has  been  proposed  by  Steinburger‐Levy  et  al.,  (2007)  for  rapid  antimicrobial 
susceptibility  determined  by  flow  cytometry.    The  use  of  SST  enables  the 
accurate  preparation  of  McFarland  standard  suspensions  for  inoculation  of 
rapid identification panels, automated systems and for antimicrobial testing.   
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16S  rRNA  PCR  and  sequencing  may  not  be  performed  routinely  in  many 
laboratories and  the use of genus and  species  specific 16SrRNA gene primers 
can be used to identify pathogens in blood cultures (Hansen, Beuving, Verbon, 
& Wolffs, 2012).  The PCR assays described in this investigation were also used 
to detect antimicrobial susceptibility of the bacteria in 6 hours by using SST to 
concentrate  the bacteria  for preparation  of  standard  inoculum  of micro‐broth 
dilution plate  and  the minimum  inhibitory  concentration was determined by 
PCR. An advantage of using genus and species specific 16SrRNA PCR allows 
for specific common pathogens to be identified but also allow for broader genus 
identification.       The usefulness of PCR  identification of blood cultures has  to 
consider; the potential for sterile blood culture media to contain bacterial DNA, 
whether the method of extraction sufficiently removes SPS and if the laboratory 
has  the  capability  to  perform  PCR  reactions  on  every  blood  culture without 
batching samples.   
 
A  commercially  available  system which  extracts, purifies  and detects  nucleic 
acid  from positive blood culture  fluid  is  the blood culture  identification panel 
(BCID) Filmarray (BioFire Diagnostics, Utah).  The BCID is capable of detecting 
24 pathogens and 3 antibiotic resistance genes  in one hour by using two stage 
PCR, the first a multiplex PCR followed by  individual single PCR reactions to 
detect products  from  the  first stage PCR.   The system can only allow one  test 
panel per hour and at present  individual panels are  expensive,  therefore  this 
system may not be cost and time effective in large diagnostic laboratories.  The 
blood culture Filmarray was shown to be an accurate rapid method compared 
to  conventional  identification methods  (Blaschke  et  al.,  2012)  and  performed 
well  compared  to MALDI‐TOF MS  and  the  3‐  5 minute  hands  on  time was 
preferred  to  the processing of blood  cultures  for mass  spectrometry  (Rand & 
Delano, 2014).   
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As  discussed  in  Chapter  One  (section  1.5.2),  MALDI–TOF  MS  has  recently 
become  available  to  many  front‐line  microbiology  laboratories  to  identify 
cultures.  The Biotyper (Bruker, Daltonics) and VITEK MS IVD (Biomerieux) are 
available  to  front‐line  laboratories  and  are  being  routinely  used  to  identify 
colonies  grown  on  solid  media.    The  use  of  MALDI‐TOF  MS  for  the 
identification  of  bacteria  in  positive  blood  cultures  following  processing  to 
remove non‐bacterial proteins present such as serum proteins and haemoglobin 
have been extensively described (Christner et al., 2010; Ferreira, Sánchez‐Juanes, 
Muñoz‐Bellido, & González‐Buitrago, 2011; Foster, 2013; Kroumova et al., 2011; 
Martinez,  Bauerle,  Fang, &  Butler‐Wu,  2014;  Schmidt  et  al.,  2012;  Stevenson, 
Drake, & Murray, 2010).   
 
The  general  opinion  is  that  the  use  of MALDI‐TOF MS  can  provide  reliable 
rapid  results within  an  hour  of  a  blood  culture  flagging  positive,  though  it 
depends on blood culture bottle type and protocol for preparation (Schmidt et 
al.,  2012).    Identification  of  Gram  negative  bacteria  gave  better  results  than 
Gram positive bacteria (Loonen, Jansz, Stalpers, Wolffs, & van den Brule, 2011) 
and  Streptococcus  pneumoniae  may  be  misidentified,  therefore  requiring 
confirmation by an alternative method (Stevenson et al., 2010). 
 
There are other direct identification methods which specifically target bacterial 
species which commonly cause bacteraemia.  Two commercially available tests 
are  the  QuickFISH  assays  (AdvanDx)  which  uses  Peptide  nucleic  acid 
fluorescence  in situ hybridization (PNA FISH) and the Verigene (Nanosphere) 
Blood culture Gram‐Positive (BC‐GP) test which uses array‐based nanoparticle 
technology and a single assay is capable of detecting 12 different Gram‐positive 
organisms from positive blood cultures.   
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A recent study by Martinez, Bauerle, Fang and Butler‐Wu (2014), compares the 
use  of QuickFISH,  BC‐GP  and  the  Bruker MALDI‐TOF MS with  the  Bruker 
Sepsityper processing of blood cultures. The performance observed for all three 
methods was high and concordance with routine methods varied depending on 
specific organisms for the QuickFISH and BC‐GP.   There are differences in the 
hands  on  time with  each  system,  the  BC‐GP was  the  only method  to  detect 
antimicrobial  resistance,  none  of  the  methods  were  capable  of  reliable 
identification with polymicrobial blood cultures and  implementation of any of 
the systems would still require some routine culture work. 
A  new  novel  technology  not  yet  commercially  available  is  the  use  of  a 
colorimetric sensor array which is a promising tool to identify bacteria in blood 
cultures.    The  artificial  olfaction  technology  can  accurately  discriminate 
complex mixtures of volatile organic compounds and has been used to identify 
bacterial species in simulated blood cultures (Lim et al., 2014). 
Next Generation Sequencing (NGS)  is also another future possibility for blood 
culture pathogen identification and the availability of bench‐top sequencers has 
made  adoption  of  whole  genome  sequencing  possible  for  more  than  just 
specialist research facilities.   The analytical sensitivity and limit of detection of 
bench  top NGS  for  the detection of pathogens  in clinical  samples  is currently 
lacking  (Frey et al., 2014).   Extensive work  for validation will be required and 
the technology is currently expensive but it is envisaged by many, as the future 
for pathogen detection.   
Other means to identify bacteraemia from whole blood have been assessed and 
a  recent publication by  Skvarc,  Stubljar, Rogina, & Kaasch,  (2013) provides  a 
comprehensive review.     Nucleic acid amplification tests currently available to 
directly  test  whole  blood  for  the  presence  of  bacteraemia  include  the 
Lightcycler® Septifast  test  (Roche Molecular Systems, Switzerland), Sepsitest™ 
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A  simple,  presumptive  identification method  for  B.  anthracis  used  for many 
years  is  the  visualisation  of  the  capsule  using  the  M’Fadyean  reaction, 
previously  described.    The  method  is  still  used  by  veterinarians  to 
presumptively diagnose  sudden death  in  cattle, however  since  the decline  in 
the  disease  in  many  countries,  the  quality  of  commercially  available 
polychrome methylene  blue  (PMB)  has  led  to diagnosis  failures  (Owen  et  al, 
2013).   
The majority of  front‐line  laboratories are unlikely  to hold PMB and  this stain 
improves with age,  therefore old stocks of PMB have been disposed of due  to 
quality  system  requirements  to prevent  the use of out of date  reagents.     An 
alternative staining method,  recently proposed by Owen  et al.  (2013)  is  to use 
commercially available pure azure blue to prepare stain when needed and the 
prepared  stain  can be  stored  in  the dark  for a one year  shelf  life.   The  study 
compared  different  commercially  available  stains  and  different  preparations 
using  azure  blue  for  the  visualisation  of  capsule,  from  laboratory  prepared 
slides and  in  the  field  for  two cases of anthrax  in goats  in Kabul, Afghanistan 
and goats  in South Africa used as controls for a vaccine efficacy study.   There 
has  been  no  documented  use  of  the  azure  blue  stain  preparation  for  direct 
microscopy staining of B. anthracis blood culture, in the literature to date.   
A  simple  rapid  presumptive  identification  test  is  the  RedLine  Alert™  Test 
(Tetracore,  Rockville),  it  is  an  immuno‐chromatographic  test  for  in‐vitro 
qualitative presumptive  identification of B.  anthracis  from  suspect  colonies on 
solid agar.  The test is not used in the UK, but is incorporated into identification 
protocols  in the US front‐line  laboratories for non‐haemolytic Bacillus colonies 
cultured on sheep blood agar plates and results used in conjunction with other 
testing for the presumptive identification of Bacillus anthracis.  The test detects a 
protein in the S‐layer of vegetative cells of B. anthracis.   
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If test bacteria have the surface protein, a labelled monoclonal binds with target 
antigen  to  form  an  antigen‐conjugate  complex  (Tetracore, kit  insert).   The kit 
insert contains information of specificity and reproducibility studies conducted, 
results  show  100%  expected  results  for  non‐haemolytic  colonies  however, 
haemolytic colonies of B. cereus and B. thuringiensis may cross react and produce 
a positive test line.   
The  Bacillus  cereus  group  contains  the  species  B.  cereus,  B.  thuringiensis,  B. 
mycoides,  B.  pseudomycoides,  B.  weihenstephanensis  and  B.  anthracis  and  are 
indistinguishable from each other using 16S rDNA sequence analysis (La Duc, 
Satomi, Agata, and Venkateswaran, 2004).  It has been demonstrated that there 
is a close genetic relationship of B. cereus, B. anthracis, and B. thuringiensis using 
multi locus enzyme electrophoresis which led to the proposal that these species 
should  be  considered  as  one  single  species  (Helgason  et  al.,  2000),  with  B. 
anthracis and B. cereus adapted  to  infection of mammals and B.  thuringiensis  to 
insects (a well‐characterized insecticidal toxin producer).  B. cereus strains have 
later been classified into those that are closely, and those that are more distantly 
related to B. anthracis   based on DNA–DNA homology  investigations (La Duc, 
Satomi,  Agata,  and  Venkateswaran,  2004).    Amplified  fragment  length 
polymorphisms (AFLP) was used for phylogenetic analysis by Hill et al. (2004) 
to  reveal extensive diversity within B.  thuringiensis and B.  cereus  compared  to 
the monomorphic nature of B.  anthracis, with B.  anthracis  falling  into a  single 
branch.  
Confirmatory  identification of B. anthracis by molecular methods  is performed 
at PHE Porton using an in‐house triple target PCR assay specific for sequences 
targeting  the  pX01,  and  pX02  plasmids  together with  a  chromosomal  target 
(Antwerpen,  Zimmermann,  Bewley,  Frangoulidis,  &  Meyer,  2008).    The 
incorporation of a chromosomal target allows for the differentiation between B. 
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anthracis,  non‐anthracis Bacillus  species  harbouring  anthrax‐specific  virulence 
plasmids, and plasmidless B. anthracis strains.  Cultures of B. anthracis grown in 
either broth or on solid agar are heat inactivated prior to use in PCR reactions 
and  clinical  samples  undergo  DNA  extraction  using  QIAmp  silica  column 
purification methods for blood and tissues (Qiagen Corporation, California).  At 
present blood culture samples are also extracted with the QIAmp silica column 
purification method and diluted 1:100 and 1:1000 prior  to performing PCR  to 
reduce inhibition.   
A  problem  with  Bacillus  anthracis  is  that  it  is  one  of  the  most  genetically 
homogeneous  pathogens  described,  this  makes  strain  discrimination 
particularly difficult  (Keim  et  al.,  2000).   Diversity  can  be  shown  in  variable‐
number  tandem  repeat  (VNTR)  loci  that  exist  in  the  chromosome  and  both 
plasmids.    Multiple‐locus  VNTR  analysis  (MLVA)  uses  multiple  alleles  at 
several marker  loci  and PCR  amplification products  from  between  eight  and 
twenty one VNTR regions  in  the genome can be used  to genotype B. anthracis 
(Keim  et  al.,  2000; Lista  et  al.,  2006). Molecular genotyping of PCR  confirmed 
isolates using VNTR and specific distinctive  ‘heroin specific’ SNPs are used at 
PHE  Porton. Genotyping  is  performed  on  heat  inactivated  cultures  or DNA 
extracted from cultures using, the QIAmp silica column purification method. 
A recent project was conducted at PHE Porton,  to assist a military biomedical 
scientist  in assessing  the Biofire Filmarray PCR  system  to determine whether 
the  biothreat  panel  could  accurately  and  consistently  identify  agents  in 
diagnostic  samples.   The Biofire Filmarray was being  considered  for military 
field deployment for several reasons, such as changes in conflict situations to a 
focus  towards  contingency  operations,  more  microbiology  based  situations 
such  as  outbreaks  or  biological  threats,  to  adapt  and  modernise  military 
microbiology capability and the need for transportable automated systems.   
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The current Food and Drug Administration (FDA) approved Filmarray panels 
in  the US are  the respiratory and blood culture panels and  those currently  for 
research purposes only are the biothreat panel and gastrointestinal panel.  The 
biothreat panel can simultaneously detect 27 targets for 17 pathogens including 
3 targets for B. anthracis.  Fifty five clinical samples from the injectional anthrax 
outbreak know  to be positive  for B. anthracis were  tested and of 55 specimens 
(EDTA, pleural fluid, plasma and pericardial fluid), 46 were positive using the 
Filmarray.    The  discrepancy  for  9  samples  identified  as  Bacillus  sp.  by  the 
Filmarray  was  thought  to  have  resulted  from  sample  degradation  or  low 
bacterial  load,  shown  by  repeat  PCR  testing.    The  conclusions  of  the  study 
reported  that  the Filmarray was suitable  for military environments and  that  it 
would  be  useful  as  a  screening  tool  to  provide  early  diagnosis  of  acute 
infections or rule out suspicion of a biological attack. The system is able to test a 
variety of  clinical  specimens and environmental  samples of  soil and powders 
however,  it would  not  be  able  to  process  large  numbers  of  samples,  as  the 
system can only process an individual sample every hour.   
Front‐line laboratories may use automated systems or manual methods on solid 
agar to perform antimicrobial susceptibility testing for bacteria isolated in blood 
cultures.   For  isolates of B. anthracis, antimicrobial susceptibility testing would 
be  performed  using  micro‐broth  dilution  to  determine  minimum  inhibitory 
concentrations (MIC) for a range of suitable antimicrobial agents.  This method 
has  been used  extensively  by  a  research project  at PHE Porton  to determine 
antimicrobial  susceptibility  of  HG3  bacteria  to  a  range  of  antibiotics  and  a 
Masters project (Pearson, 2009) specifically examined B. anthracis antimicrobial 
susceptibility testing.  The project showed that quantitative PCR could be used 
to  determine  end  point  detection  of  MIC  following  4  hours  incubation  of 
bacteria with  antimicrobial  agents  compared  to overnight  culture  and optical 
density detection of MIC.   
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years,  there were  only  10  blood  cultures  received  and  several  isolates  from 
blood cultures.   For  this reason,  the potential  to reduce  turnaround  times was 
based on the analytical time period measured to perform the diagnostic testing 
strategy  for blood  culture  confirmation using SST processing.   The  start  time 
point of the analytical period in this study, was the removal of the blood culture 
from  the  BacT/ALERT®, whereas  in  reality  it would  be  receipt  of  the  blood 
culture  itself.       A mid‐analytical  time  point was  deemed  the  time  samples 
would  be  ready  for  removal  from  the CL3  laboratory  following  inactivation 
prior to PCR.  The end time point of the analytical period is the time phenotypic 
confirmatory tests are read.         
As  discussed  in Chapter One,  the  identification  of  B.  anthracis using manual 
biochemical  panels  such  as  the  API®  CHB50  cannot  be  relied  upon  and 
therefore are not worth using to test blood cultures either directly or after SST 
processing.   This would  also be  the  case  for  automated  systems, which have 
evolved  from  the manual panel  technology, as  they also  rely upon databases 
which are likely to include only a few strains of B. anthracis.  For these reasons, 
such methods of  identification  from blood  cultures were not  explored  in  this 
study.      
Polychrome methylene blue  (PMB) staining  (M’Fadyean reaction) can be used 
to directly visualise the presence of B. anthracis capsule from blood cultures, as a 
presumptive  identification  method.    The  WHO  Manual  for  Laboratory 
Diagnosis of B. anthracis (WHO, 2003), describes the processing of blood culture 
samples and the use of Loeffler’s PMB stain for M’Fadyean reaction directly on 
clinical samples and blood culture fluid.  Simulated blood cultures were used to 
perform capsule staining using PMB for M’Fadyean reaction and the use of an 
alternative azure blue stain preparation as described by Owen et al. (2013). 
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The  Biofire  Filmarray  biothreat  panel  will  be  used  with  simulated  blood 
cultures for a range of B. anthracis strains and tested with direct inoculation of 
positive blood culture fluid.  The biothreat panel has not previously been used 
for blood culture samples, unlike the FDA approved blood culture panel. 
Serum separator tubes (SST) contain a gel which exhibits properties such that it 
is semi‐solid under static conditions and becomes  less viscous when a  force  is 
applied.  This property enables it to flow during centrifugation and is designed 
with a specific density  to  fall between serum and cells.   Publications retrieved 
from  a  systematic  literature  search  detail  studies  conducted  using  serum 
separator tubes to concentrate bacteria from positive blood cultures (Table 3‐1). 
 
Table 3-1  SST references and detail of protocols 
Protocol ‐  
reference 
Volume 
(ml) 
Centrifugation 
(first step) 
Time for first 
spin 
(minutes) 
Centrifugation
(second step) 
Time for 
second spin 
(minutes) 
A  ‐  Steinberger‐
Levy et al. (2007) 
2‐10  1400 x g  10  700 x g  15 
B ‐ Putnam et al. 
(1997) 
5  800rpm  Not given  3000rpm  10 
C ‐ Steinbrukner 
et al. (2001) 
2  2500 x g  1  10000 x g  10 
D ‐ Hansen et al. 
(2002) 
5  160 x g  5  650 x g  10 
E  –  Funke  and 
Funke‐Kissling 
(2004) 
8.5  2000 x g  10  N/A  N/A 
F  ‐  Barman, 
Sengupta,  and 
Singh, 2010 
5  2000 x g  10  N/A  N/A 
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The principle  for using SST  is  to concentrate  the bacteria  in  the blood culture 
fluid with  the  initial  centrifugation  step and  then wash  the bacteria  from  the 
surface of the gel plug and either directly re‐suspend the bacteria to a required 
standard  inoculum  or  perform  a  subsequent  centrifugation  step  to  clean  the 
bacterial  suspension.    Five  selected  publications  (Table  3‐1.  A,  C,  D  and  E) 
which describe  the use of  serum  separator  tubes  to  concentrate bacteria  from 
positive  blood  culture  bottles  differ  in  the  volume  of  positive  blood  culture 
fluid and centrifugation protocols for concentration of the bacteria to those that 
will be examined in the study.  
A volume of 5 ml positive blood culture fluid and centrifuged at 2000 x g for 10 
minutes was used by Barman, Sengupta & Singh (2010) (Table 3‐1, F).  A similar 
method was used by Funke G., & Funke‐Kissling P.  (2004), only differing  in a 
volume of 8.5ml positive blood culture fluid.  A volume of 10ml spiked human 
blood, centrifuged at 1700 x g for 10 minutes was used by Steinberger‐Levy et 
al.  (2007).    Studies  conducted  by  both Hansen  et  al.  (2002)  and Putnam  et  al. 
(1997) both use differential centrifugation of 5 ml positive blood cultures  in a 
sterile vessel not a serum separator tube and differ in centrifugation protocols.  
The study conducted by Steinberger‐Levy et al.(2007), was  the only study  that 
was conducted using spiked blood cultures with the highly pathogenic bacteria, 
Yersinia pestis.   The other  retrieved  studies were  conducted using  real patient 
blood cultures where processing using serum separator tubes was compared to 
conventional gold standard methods.   The different protocols will be assessed 
and  the chosen protocol  for  this  study will be made based on  the assessment 
and practicalities for performing the work at CL3.  Initial spiked blood culture 
work  performed  by  Funke,  &  Funke‐Kissling,  (2004)  to  validate  the  use  of 
serum separator tubes, was used to inform the study methods. 
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Table 3-2  Summary of relative centrifugal force and centifugation duration time for 
different SST protocols. * BD recommended minimum and maximum centrifugation 
RCF for serum separation from whole blood based on the forces required for the 
flow of gel in the tube. 
Protocol reference number  RCF   Time (minutes) 
BD minimum*   1000  10 
BD minimum*   1000  5 
BD maximum*   1300  10 
BD maximum*   1300  5 
A  1400  10 
A  1400  5 
E  2000  10 
E  2000  5 
D  160  5 
C  2500  1 
 
Three  SST  protocols  were  used  to  process  blood  culture  bottles  with  horse 
blood  and  B.  anthracis  (Sterne  strain),  a  volume  of  8.5  ml  was  used  for  all 
protocols: 
1. 1000 RCF for 10 minutes for both the initial centrifugation of SST and for 
washing the concentrated bacteria (BD minimum) 
2. 1400 RCF  for 10 minutes for both the initial centrifugation of SST and for 
washing the concentrated bacteria (Protocol A) 
3. 2000 RCF  for 10 minutes for both the initial centrifugation of SST and for 
washing the concentrated bacteria (Protocol E) 
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Blood culture fluid in SSTs underwent centrifugation for protocols one, two and 
three and the supernatant removed.  The concentrated bacteria on the gel plug 
of  the  SST  was  washed  with  0.5  ml  phosphate  buffered  saline  (PBS)  and 
transferred  to  a  clean  centrifuge  tube  and  centrifuged  described  in  protocols 
one,  two and  three.   The  supernatant was  removed and  the pellet of bacteria 
was  re‐suspended  in 1 ml PBS.   The  resulting  concentrated, washed bacterial 
cells were used  for quantification with TVC using  triplicate dilutions  (section 
2.3.1.4) and  to prepare  thermolysate samples  (section 3.2.5.1)  for PCR  (section 
3.3.5.5). 
3.2.3.1   SST processing for different time points 
Blood  culture  bottles  containing  horse  blood  and  Bacillus  anthracis  (Vollum) 
used for investigation of growth at different time points (as described in section 
2.3.4),  were  also  processed  with  SST.    Following  removal  at  different  time 
points  (T4,  T8,  TTP,  TTP+4  hours  and  TTP+8  hours),  SST  processing  was 
undertaken using 8.5ml volumes of positive blood culture fluid.   
The  SSTs were  centrifuged  at  1300  x  g  for  10 minutes  and  the  supernatant 
removed.    The  bacteria  on  the  gel  plug  of  the  SST was washed with  0.5ml 
phosphate buffer solution (PBS) and transferred to a clean centrifuge tube and 
spun 1300 x g for 10 minutes.  The supernatant was removed and the bacterial 
pellet of bacteria was  re‐suspended  in 1 ml PBS.   The  resulting  concentrated, 
washed bacterial cells were quantified with TVC (section 2.3.1.4) and to prepare 
thermolysate samples (section 3.3.5.1) for PCR (section 3.3.5.5).   
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described (section 3.3.4).  The washed concentrated, bacteria resulting from the 
neat and six dilutions were used for each of the three extraction methods.  Each 
extraction  method  was  prepared  in  triplicate  on  the  seven  SST  processed 
samples. 
3.2.4.3  Chelex–based resin DNA purification 
Instagene extractions were performed using Biorad InstaGene Matrix (product 
number 732‐6030) a Chelex–based resin  for PCR‐ready DNA purification.   For 
each  Instagene  extraction,  20  μl  of  sample  (positive  blood  culture  fluid  and 
washed gel plug sample) was added to 180 μl Instagene matrix and mixed by 
pipetting.   The matrix was  then  incubated at 56˚C  for 15 minutes, mixed and 
then  incubated at 99˚C  for 8 minutes,  centrifuged at 10,000 – 12,000  rpm  in a 
microcentrifuge.    The  supernatant  was  removed  and  10%  of  the  extraction 
sterility  tested as previously described  for  thermolysates, all  extractions were 
shown  not  to  contain  viable  organisms  and  were  later  used  for  molecular 
testing. 
3.2.4.4   QIAmp silica column purification method   
QIAmp  silica  column  purification  method  for  blood  or  body  fluid  was 
performed according to manufacturer’s protocol.  Briefly, 200 μl of sample was 
added  to 20 μl protease and 200 μl buffer AVL and mixed.   These were  then 
incubated  at  56˚C  for  10  minutes,  and  200  μl  ethanol  added,  mixed  and 
transferred to the spin column.  The spin column was centrifuged at 8,000 rpm 
for  1  minute  (using  a  standard  bench  top  microfuge),  columns  were  then 
washed sequentially with AW1 and AW2 (with centrifugation at 8,000rpm for 1 
minute and 14000 rpm for 3 minutes respectively) and a final elution of 100 μl 
made.       The  eluted DNA  extractions were  sterility  tested, using  the method 
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cases and issues have been described for the rapid identification in mixed blood 
cultures.  To assess potential issues with polymicrobial bacteraemia, five mixed 
blood cultures with B. anthracis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, 
Micrococcus  spp.  and  two  Bacillus  spp.  isolates  sent  during  the  outbreak were 
tested.  
 
All  strains were used  to prepare  suspensions  (as described  in  section  2.3.1.1) 
and 1 ml of the overnight BHI broth culture was used to inoculate blood culture 
bottles  containing 9 ml horse blood. The high  concentration of  inoculum was 
chosen  because  this would  result  in  short TTP detection  (approximately  five 
hours), allowing  the bottles  to be processed within  the  same day.   For mixed 
blood  cultures,  900  μl  of  B.  anthracis  ASC  458  BHI  culture  and  100  μl  of 
overnight  BHI  cultures  containing  each  of  the mixed  bacteria, were  used  to 
inoculate blood culture bottles containing 9 ml horse blood.   
 
Diagnostic strategy methods 
At  TTP  detection,  blood  cultures  were  removed  from  the  BacT/ALERT® 
incubator unit.  Direct positive blood culture fluid was used to make two films 
for microscopy, one for Gram staining and the other for PMB staining.   
Strategy without SST processing: 
Each bottle was subcultured directly onto CBA media and incubated overnight 
at  37˚C  and  colonies picked  to prepare  thermolysates  as described  in  section 
3.3.5.    PCR  was  performed  for  all  three  specific  targets  (section  3.5.5.5).  
Colonies were  also  used  to  prepare  phenotypic  confirmatory  tests  (penicillin 
and γ phage sensitivity) which were incubated overnight at 37˚C.   
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Table 3-3  Bacteria strains used for diagnostic strategy 
Ten strains of B.anthracis (shaded) and ten other bacterial isolates referred for B. 
anthracis identification in 2010 with ASC or clinical sample references.  Five blood 
cultures were simulated with a mix of B. anthracis and another bacteria (shaded).  a 
Identification made by 16S rRNA by PHE Colindale, b Presumptive identification 
made with API 50CHB at PHE Porton.   
Bacteria  Reference 
B. anthracis Sterne UK  ASC 1 
B. anthracis Vollum UK  ASC 6 
B. anthracis Wales Bovine  ASC 27 
B. anthracis ATCC 10( 7b)  ASC 12 
B. anthracis Clinical Scotland 2006  ASC 458 
B. anthracis Clinical Hackney 2008  ASC 497 
B. anthracis New Hampshire  ASC 69 
B. anthracis Clinical 2012  P12C1297 
B. anthracis Landkey   ASC 192 
B. anthracis Pasteur   ASC 182 
Bacillus endophyticusa  P10C1418 
Non reactive Bacillusb  P10C7386 
Bacillus mycoidesb  P10C0301 
Bacillus cereusb  P10C7449 
Non reactive Bacillusb  P10C7657 
Brevibacillus laterosporusb  P10C5932 
Bacillus megateriumb  P10C0141 
Non reactive Bacillusb  P10C7798 
Non reactive Bacillusb  P10C0040 
Aneurinibacillus aneurinilyticusb  P10C2307 
ASC 458 & Staphylococcus epidermidis 
ASC 458 & Staphylococcus aureus 
ASC 458 & Micrococcus spp. 
ASC 458 +P10C0141 
ASC 458 +P10C1418 
 
Strategy with SST processing: 
8.5 ml  positive  blood  culture  fluid was  processed  using  SST  as  described  in 
section  3.3.4  and  the  concentrated,  washed  bacterial  sample  was  used  to 
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inoculate  CBA  plates  for  culture  and  testing  with  penicillin  and  γ  phage 
sensitivity testing.   
The  same  sample  was  also  used  to  prepare  thermolysates  as  described  in 
section  3.3.5.  and  PCR  was  performed  for  all  three  specific  targets  (section 
3.5.5.5).  
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Slides were also prepared from the direct blood culture films from B. anthracis 
blood  cultures.    The  azure  blue  and  PMB  stain was  tested with  B.  anthracis 
strains P12C16488, ASC 1, ASC 6, ASC 27, ASC 69, ASC 182, ASC 192 and ASC 
458 in human blood and PMB in blood cultures containing horse blood.  ASC 1 
is  the  Sterne  strain which  is deficient of  capsule  and was used  as  a negative 
control. All other strains were shown to have evidence of capsule using PMB in 
horse  blood,  although  ASC  182  showed  only  weak  capsule.    The  capsule 
produced by all strains in human blood was very faint for both PBM and azure 
blue, except the negative control (no capsule) and ASC 182 which was not seen 
to have capsule.   
3.3.1.2 RedLine Alert™ Test 
Seventeen  isolates  sent during  the outbreak of  injectional anthrax  (2009–2010) 
which were confirmed as not being B. anthracis using the three target PCR assay 
were grown on CBA and the recommended sheep blood agar in preparation for 
the RedLine Alert™ Test.   Of  these,  five were haemolytic on both agar plates, 
but  all  seventeen  were  tested  with  the  RedLine  Alert™  Test  following  the 
manufacturer’s instructions.   
Sixteen  isolates  tested negative  for B.  anthracis  from both  agar plates but one 
haemolytic  isolate  tested  positive  from  both  agar  plates,  indicating  a  false 
positive  result.    The  in‐house  three  target  PCR  assay was  used  to  retest  all 
seventeen  isolates  and  all  were  confirmed  as  negative  results  exactly  as 
reported  a  year  previously.    The  test  instructions  do  state  though  that 
haemolytic colonies should not be  tested due  to positive  results with some B. 
cereus  and  B.  thuringiensis  isolates.    Eight  blood  cultures  which  had  been 
inoculated with  a  range  of  concentrations  of B.  anthracis  (P12C1297)  in horse 
blood, were used directly  after TTP detection with  the RedLine Alert™ Test.  
All eight blood cultures tested negative for B. anthracis.   
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The RedLine Alert™ Test detects a protein present  in the S‐layer of vegetative 
cells  of  B.  anthracis;  therefore  any  vegetative  cells  expressing  capsule  will 
potentially mask this surface protein.  A blood culture with horse blood and B. 
anthracis (Sterne) was used with the RedLine Alert™ Test.   The positive blood 
culture  fluid was  centrifuged  following  the method described  to  facilitate  the 
reading of the lateral‐flow test and tested positive for B. anthracis (Figure 3‐2, c).  
The positive result for B. anthracis (Sterne) compared to the negative result for 
clinical  isolate P12C1297 both having been  tested directly  from blood cultures 
indicates  that  the production of capsule whilst vegetative cells are growing  in 
blood cultures, masked the test target for the S‐layer protein.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RedLine Alert™ Test showing a) positive control, bi) direct blood culture fluid 
containing B. anthracis (P12C1297), bii) direct concentrated bacteria following SST 
processing  c, blood culture fluid following centrifugation to aid reading of the test 
containing B. anthracis (Sterne).  
Figure 3-2  Images of RedLine Alert™ test results 
a) bi) 
bii) c) 
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spp. due to not possessing all three targets.  ASC 182 is the Pasteur strain which 
lacks pX01 and was  falsely  identified by both  the Filmarray and  the  in‐house 
pX01 targets, however the in‐house assay was negative for pX02 instead. 
Unknown  external  quality  assurance  samples  from  the  QUANDHIP  project 
(Table 3‐5) were used  to  inoculate blood  cultures  containing horse blood;  the 
positive  blood  cultures  were  then  tested  using  the  Filmarray.    The  blood 
cultures  were  subjected  to  SST  processing  to  provide  washed,  concentrated 
bacteria for inactivation and in‐house PCR testing.   
Table 3-5  QUANDHIP live unknown sample results. 
Filmarray Biothreat panel testing of simulated blood cultures and intended 
QUANHIP results. *Time to positive detection for simulated blood cultures. 
RKI Code  Filmarray blood culture 
result  Intended result 
RKI –Q3‐01  Francisella tularensis 
(27.8h)* 
Francisella tularensis 
ssp.novicida 
RKI –Q3‐02  Negative 
(2.9 days)*  Burkholderia mallei 
RKI –Q3‐03  Negative 
(31.0h)*  No B.T.  bacteria 
RKI –Q3‐04 
Bacillus Sp               
PXO1 negative 
(16.3h)* 
Bacillus anthracis 
(pXO1 deficient) 
RKI –Q3‐05  Brucella Spp. 
(27.5h)*  Brucella suis 
RKI –Q3‐06 
Yersinia pestis.          
YPT1 negative 
(8.7h)* 
Yersinia pestis         
(PLA neg) 
RKI –Q3‐07 
Burkholderia 
mallei/pseudomallei 
(33.0h)* 
Burkholderia 
pseudomallei 
 
Only samples for isolates RKI –Q3‐01, RKI –Q3‐04, RKI –Q3‐05, RKI –Q3‐06 and 
RKI  –Q3‐07  were  sent  for  in‐house  PCR  testing  based  on  preliminary  PCR 
testing of the original samples.  Unfortunately, the preliminary PCR results did 
not  detect  anything  for  sample  RKI  –Q3‐02  which  actually  contained 
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Table 3-6   Optical density for different centrifugation protocols. 
Protocol reference 
number 
RCF (g)  Time (min)  Optical density of 
supernatant 
BD minimum*   1000  10  0.55 
BD minimum*   1000  5  0.67 
BD maximum*   1300  10  0.54 
BD maximum*   1300  5  0.64 
A  1400  10  0.62 
A  1400  5  0.64 
E  2000  10  0.54 
E  2000  5  0.64 
D  160  5  0.72 
C  2500  1  0.84 
 
The  results  from  the  preliminary,  non‐infectious  work  show  that  the  BD 
minimum protocol (1000 x g for 10 min), protocol A (1400 x g for 10 min) used 
by Steinberger and Levy  (2007), and protocol E  (2000 x g  for 10 min) used by 
Funke & Funke‐Kissling, 2004 and Barman, Sengupta, & Singh, 2010 produced 
low optical density results and were chosen for further investigation. 
An  investigation  was  undertaken  to  examine  the  effect  of  the  processing 
protocol on  concentration of B.  anthracis  following SST processing.   Triplicate 
dilutions were made of the concentrated, washed bacteria following each of the 
three  spin protocol.   Nine determinants  (neat, 10‐1 and 10‐2  in  triplicate) were 
recorded for the three centrifugation protocols; 1 (BD minimum), 2 (A) and 3 (E) 
and  the  resulting  counts were  Log  transformed  (Table  3‐7)  because  bacterial 
count data does not follow a Normal distribution.  
  
137 
 
Table 3-7   Transformed counts for three centriguation teatment groups 
  Centrifugation (Treatment ) group 
Triplicate 
undiluted and 
diluted SST 
processed sample 
Spin 1 (1000 RCF for 
10 min) 
Log transformed  
counts 
Spin 2 (1400 RCF for 
10 min) 
Log transformed      
counts 
Spin 3 (2000 RCF for 
10 min) 
Log transformed      
counts 
Undiluted (1) 
Undiluted (2) 
Undiluted (3) 
5.6 
4.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.5 
5.5 
5.5 
10‐1 (1) 
10‐1 (2) 
10‐1 (3) 
4.8 
4.8 
4.9 
4.8 
4.8 
4.8 
4.7 
4.6 
4.7 
10‐2 (1) 
10‐2 (2) 
10‐2 (3) 
4.2 
4.3 
4.3 
4.2 
4.2 
4.2 
4.0 
4.0 
4.0 
 
To  examine  if  the  centrifugation  protocol  influenced  the  concentration  of  B. 
anthracis recovered following SST processing, statistical analysis ANOVA (SPSS, 
IBM) was conducted.  The test statistic (F= 0.132) and corresponding p‐value (p= 
0.877) indicate that there was no significant difference between the mean values 
at the 5% significance level (p<0.05) and hence the processing method. 
Using  the  optical  density  results  and  the  observation  that  there  was  no 
significant  difference  in  the  concentration  of  bacteria  following  the  three 
different centrifugation protocols, 1300 x g was chosen  for all subsequent SST 
centrifugation steps (equating to 3000 rpm on a 16cm diameter swinging bucket 
rotor),  this  instrument  was  chosen  as  it  is  commonly  used  by  front‐line 
laboratories for processing blood samples. 
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3.3.3.1   SST processing for different time points 
The blood culture bottles which had been used to examine growth at different 
time points with B. anthracis (Vollum) at T4, T8, TTP, TTP +4 hours and TTP + 8 
hours  also  underwent  SST  processing  (section  3.3.4).    An  estimation  of  the 
concentration bacteria following SST processing was made using TVC and the 
geometric  mean  and  95%  CI  for  triplicate  bottles  is  shown  in  Table  3‐8, 
alongside results from direct blood culture concentrations (section 2.4.4).   
Table 3-8   Concentration of B. anthracis with and without SST processing. 
Time 
point 
Concentration of blood culture 
 (CFU ml‐1) 
Concentration of blood culture 
following SST processing   
(CFU ml‐1) 
4 h  43.19  (5.2, 698.5)  1.02 x 102 (3.7,2.84x103) 
8 h  1.39 x 104 (6.08x103,3.19x104)  2.65 x 104 (2.05 x104 , 3.43 x104) 
TTP  1.28 x 108 (5.09 x107,3.23 x108)  1.27 x 108 (1.92 x107 , 8.41 x108) 
TTP + 4 h  9.01 x107 (4.74 x107,1.72 x108)  2.02 x 108 (2.49 x107 , 1.63 x109) 
TTP + 8 h  1.81x108 (2.14 x107, 1.54 x109)  4.31 x 108 (2.48 x108 , 7.49 x108) 
The geometric mean (95% CI) for triplicate bottle concentrations for direct positive 
blood cultures and following SST processing at different time points. 
The difference between geometric mean concentrations with and without SST 
processing was 58.81 CFU ml‐1 at 4 hours, increasing to 1.26 x104 CFU ml‐1 for 8 
hours, 1.00 x106 CFU ml‐1 for TTP, 1.11 x108 CFU ml‐1 for TTP+ 4 hours and 2.50 
x108 CFU ml‐1 for TTP + 8 hours.   
SST  processing  does  appear  to  concentrate  the  bacteria  but  the  degree  of 
concentration was small.  The purpose of using the SST to process samples is to 
aid in the use of the bacteria for other diagnostic methods.    
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fluid without SST processing were tested alongside the neat extracted samples 
for  all  three methods  and only  the  thermolysate  samples were  found  to give 
positive signals.  The thermolysates made from unprocessed blood cultures (10‐1 
to 10‐6) were then tested and found to be positive but only to a dilution of 10‐4 
(bottles containing 8.86 x 103 CFU). 
Table 3-9  PCR results following three different extraction methods. 
Total 
bacterial cunt 
(CFU) 
Instagene 
pX02 PCR 
with SST 
processing     
(Ct value) 
QIAmp 
pX02 PCR with 
SST processing 
(Ct value) 
Thermolysate 
pX02 PCR with 
SST processing 
(Ct value) 
Thermolysate 
pX02 PCR 
without SST 
processing         
(Ct value) 
8.86 x 107  ND   ND  19.68, 19.65, 19.74  19.64, 19.60, 19.47 
8.86 x 106  ND  ND  22.11, 22.07, 22.11  23.14, 22.72, 22.79 
8.86 x 105  ND  ND  22.45, 22.72, 22.51  23.63, 23.67, 23.86 
8.86 x 104  ND  ND  24.30, 24.05, 23.92  25.67, 30.31, ND 
8.86 x 103  ND  ND  25.20, 25.42, 25.53  29.72, 30.35, 30.18 
8.86 x 102  ND  ND  30.22, 30.04, 30.14  ND 
8.86 x 101  ND  ND  28.94, ND, 30.60  ND 
PCR results (Ct value of three determinations) of reactions for three extraction methods 
preparared in triplicate from SST processed samples and thermolysates without SST 
processing. ND = Not detected. 
Further testing with the pX01 and chromosomal PCR targets was performed on 
undiluted  extracted  samples  for  all  three methods  and only  the  thermolysate 
samples were found to be positive.  
A  blood  culture with  B.  anthracis  (P12C16488) was  processed  using  the  SST 
procedure which was extracted by the thermolysate method.  This sample was 
later  tested  for  the  specific  distinctive  ‘heroin  specific’  SNPs.    The  results 
showed  the  same  SNP  signature  as  previous  heroin  associated  B.  anthracis 
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Table 3-10   Phenotypic test results with and without SST processing.   
Blood culture 
microscopy 
Phenotypic test results 
(SST processing) 
Phenotypic test results 
(24 hour culture) 
Strain 
MʹFadyean 
(PMB)  γ phage  Penicillin  γ phage  Penicillin 
ASC 1  negative  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 6  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 12  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 27  negative  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 69  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 182  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 192  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 458  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
P10C0001  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
P12C1297  positive  sensitive  sensitive  sensitive  Sensitive 
P10C1418  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C7386  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C0310  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C7449  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C7657  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C5932  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C0141  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C7798  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C0040  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
P10C2307  negative  resistant  resistant  resistant  Resistant 
ASC 458  
+ S.epidermidis 
Positive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed)  sensitive  sensitive  Sensitive 
ASC 458  
+ S. aureus  Negative  ND*  ND*  ND*  ND* 
ASC 458  
+ Micrococcus spp. 
Positive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed)  sensitive  Sensitive 
ASC 458  
+ P10C0141 
Positive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed)  sensitive  Sensitive 
ASC 458  
+ P10C1418 
Positive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed) 
Sensitive 
(mixed)  sensitive  Sensitive 
Results for direct microscopy performed on blood cultures and phenotypic test results 
for SST processed samples and those performed on 24 hour cultures from blood 
cultures.  ND, not detected, rpt result following repeat testing, * no B. anthracis present. 
Shading represents blood cultures containing B. anthracis. 
The mixed blood  cultures  resulted  in mixed  subcultures and mixed penicillin 
and γ phage sensitivity plates, however, the presence of B. anthracis sensitive to 
both was observed.   
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Direct  subculture  of  the mixed blood  culture  containing S.  aureus  resulted  in 
only a pure culture of S. aureus.   There were, therefore no B. anthracis colonies 
from which  to  perform molecular  and  phenotypic  characterisation  tests.    In 
addition this mixed blood culture provided evidence of B. anthracis in the Gram 
microscopy however, very  few B. anthracis cells were seen  in  the PMB stained 
film  and no  capsule was  observed.   Despite  these  observations  the PCR was 
positive  for  all  three  PCR  targets  following  SST  processing  (Table  3‐11), 
however there was an apparently pure growth of S. aureus on the penicillin and 
specific  γ  phage  sensitivity  plates.    Subculture  of  the  SST  processed  sample 
provided a mixed culture of S. aureus and B. anthracis from which repeat testing 
could  be  performed  and  compared  to  the  direct  subculture  from  the  blood 
culture  without  SST  processing,  which  only  contained  a  pure  culture  of  S. 
aureus.   
The comparison of PCR results  (Ct value) with and without SST processing  is 
shown in Table 3‐11.  PCR was performed using the three target real‐time assay 
which detects  targets within  the Lethal Factor genes  (pX01),  the  capsule gene 
(pX02) and a  specific B.  anthracis  chromosomal  target.   As  expected  the pX02 
PCR target was not detected for ASC 1, but was also unexpectedly missing from 
ASC 27 even after repeat testing.  All ten, non‐B. anthracis isolates were negative 
for all three PCR targets either with or without SST processing.   
ASC  27  was  also  negative  for  the  pX02  target  both  with  and  without  SST 
processing and after repeat  testing.   The negative result  for capsule by PCR  is 
consistent with the phenotypic negative result for M’Fadyean reaction.   Mixed 
blood cultures containing B. anthracis ASC 458 and B. endophyticus  (P10C1418) 
were initially negative for the pX01 target however this was detected on repeat 
testing.   The Ct values for this mixed sample were high (Ct >35) which would 
indicate the sample had only a small amount of B. anthracis present 
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Table 3-11   Molecular test results with and without SST processing. 
Results for PCR (ct value) of inactivated samples following SST processing and from 24 
hour culture colony picks.  ND, not detected, rpt result following repeat testing, * no B. 
anthracis colonies from which to make an inactivated sample for PCR testing.  Shading 
represents blood cultures containing B. anthracis. 
 
   SST processed PCR samples 24 hour culture PCR samples
Strain 
pX02 
(ct value) 
pX01 
(ct value) 
Chromo‐
some      
(ct value) 
pX02 
(ct value) 
pX01 
(ctvalue) 
Chromo‐
some        
(ct value) 
ASC 1  ND  26.14  26.95  ND  20.45  21.31 
ASC 6  24.43  25.22  25.65  22.98  23.49  24.12 
ASC 12  24.15  26.32  25.41  21.44  21.7  22.16 
ASC 27  ND/ NDrpt  26.23  26.99  ND/ NDrpt  23.28  23.77 
ASC 69  22.32  22.59  23.42  20.95  21.11  21.88 
ASC 182  24.78  25.56  25.88  19.67  18.94  19.46 
ASC 192  23.6  24.1  24.72  20.98  21.52  21.83 
ASC 458  24.22  24.96  25.42  22.51  21.99  22.47 
P10C0001  23.75  24.63  24.93  24.81  23.92  25.57 
P12C1297  23.79  24.34  25.12  24.29  24.12  24.96 
P10C1418  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C7386  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C0310  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C7449  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C7657  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C5932  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C0141  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C7798  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C0040  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
P10C2307  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
ASC 458  
+S.epidermidis  24.77  24.97  25.88  22.79  23.25  24.22 
ASC 458  
+ S. aureus  20.77  25.09  22.85  ND*  ND*  ND* 
ASC 458  
+Micrococcus 
spp.  23.96  23.92  24.4  22.77  22.94  23.54 
ASC 458  
+ P10C0141  22.72  23.6  24.37  21.89  22.34  23.11 
ASC 458  
+ P10C1418  29.96 
ND/ 
35.41rpt  35.94  23.54  23.69  25.33 
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The  time  taken  to  process  blood  cultures  for  the  preparation  of microscopy 
slides, SST processing,  thermolysates and phenotypic  confirmatory  tests were 
recorded during  the diagnostic  strategy  testing  and  are  shown  in Table  3‐12.  
The  additional  time  requirements  for  surface  decontamination  performed 
following steps one and two to remove centrifuge buckets from the MSC III for 
SST centrifugation were included.   After steps three and four were completed, 
samples  for PCR and culture were removed  from  the MSC  III  together within 
the  same  decontamination  period.    Steps  five  and  six  were  performed  the 
following day using overnight cultures prepared in step one (~18 hours).   
The  start  time  point  of  the  analytical  period  was  denoted  t=0  when  blood 
cultures were  removed  from  the BacT/ALERT®  incubator.   The mid analytical 
time  point when  samples were  ready  for  removal  from  the  CL3  laboratory 
following inactivation prior to PCR was t=1:38.  The time to mid analytical time 
point  was  1  hour  38  minutes  and  represents  the  time  to  process  15  blood 
cultures, with  three 10 minute surface decontamination steps,  two  ten minute 
centrifugation  steps  and  the  additional  time  requirements  for  thermolysate 
preparation (step 4).   If this was performed for a single blood culture the time 
would be approximately 1 hour 2 minutes (step one taking ~1:30 min., step two 
taking ~1:30 min, and steps three and four taking ~1:00 min each).  The majority 
of  time  is spent with surface decontamination  (30 minutes) and centrifugation 
steps (20 minutes).   
The time taken to perform PCR would depend on whether a robot was used to 
prepare  the 96 well PCR plate.   This can  take ~45 minutes  for a  full plate and 
~30 minutes for half a plate (15 samples), whereas a single sample can be set up 
manually  in ~10 minutes.   The PCR assay  took 30 minutes  therefore  if a  real 
clinical sample had been processed the inactivated samples would be removed 
from the CL3 laboratory at t=1:38 and PCR results would have been available at 
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t=2:38 for clinicians to report by telephone.   The end analytical time point was 
defined as the time to record final results of phenotypic confirmatory tests and 
would be t=19:38.  
Table 3-12   Recorded timings for performing diagnostic strategy. 
Procedure x15 blood cultures  Time  
(h:min) 
Additional time requirements 
1. Prepare microscopy slide, 
CBA culture and load 8.5 ml to SST   
0:18  0:10 surface decontamination 
0:15 staining slide  
0:10 centrifugation at 1300 x g 
2.  Prepare  and  perform  second  step  of 
SST processing 
0:17  0:10 surface decontamination 
0:10 centrifugation at 1300 x g 
3.  Prepare  penicillin  and  γ  phage 
sensitivity  plate  from  SST  processed 
sample 
0:13  0:10 surface decontamination 
 
4.  Prepare  thermolysates  from  SST 
processed sample 
0:06  0:12 heat inactivation 
0:05 set up sterility and tube transfer 
0:10 surface decontamination 
5.  Prepare  penicillin  and  phage 
sensitivity plate from overnight culture 
0:16  Prior overnight incubation (~18 h) 
0:10 surface decontamination 
6. Prepare  thermolysates  from overnight 
culture 
0:10  Prior overnight incubation (~18 h) 
0:12 heat inactivation 
0:05 set up sterility and tube transfer 
0:10 surface decontamination 
The recorded times for performing different steps (1-6) of the diagnostic strategy and 
additional time requirements for a total of 15 blood cultures processed in the MSC III 
(10 x B. anthracis blood cultures and 5 mixed B. anthracis blood cultures. 
The  total  time  is  likely  to  be  reduced  to  18  hours  because  phenotypic  assay 
plates  could  be  read  first  thing  following  incubation  as  a  full  18  hours 
incubation would be unnecessary.   
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Without  SST  processing  the  blood  culture  were  sub‐cultured  and  following 
overnight  incubation,  used  to  prepare  thermolysates  and  phenotypic 
confirmatory  tests  which  are  then  again  incubated  overnight.    The 
thermolysates were then used for PCR and in a real situation genotyping would 
also be performed.  In this situation full confirmation would not be made until a 
total time of t=42:00.   The envisaged diagnostic strategy using SST processing is 
shown in Figure 3‐3, with the likely time line of events. 
   
Figure 3-3  Diagnostric strategy 
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prompt  the  laboratory  to  consider  the presence of B.  anthracis.   This may not 
always be the case, following discussion with a laboratory worker who handled 
an  anthrax  blood  culture  during  the  2009–2010  injectional  anthrax  outbreak 
they described  a different Gram  appearance.   The  blood  culture had  flagged 
TTP detection overnight and was processed the following morning. The Gram 
was  made  and  reported  as  Gram  positive  cocci  in  chains  presumed  as 
Streptococcus  spp.  after many  laboratory  and  clinical  staff  had  examined  the 
microscopy  slide.   The  culture  obviously did not  agree with  this microscopy 
result  as  it was  a non‐haemolytic bacillus.   The bacteria  in  the blood  culture 
fluid must  have presumably  started  to  sporulate  to  give  the  chaining  coccus 
appearance.    The  examination  of  Gram  slides  prepared  from  the  non‐B. 
anthracis isolates sent during the outbreak, used to test the diagnostic strategy, 
were  Gram  positive  bacilli  with  various  different  morphologies.    The 
information gathered from real cases and this study will be used in the training 
materials, the subject of Chapter Five.  
The culture of B. anthracis in blood culture bottles provides an environment for 
vegetative bacteria  to express  capsule,  therefore making  it an  ideal  sample  to 
visualise  capsule as a presumptive direct  identification method.       This  study 
explored  the  use  of  an  alternative  to  PMB  (Azure  Blue)  for  the M’Fadyean 
reaction to see if this preparation would be suitable for front‐line laboratory use 
as a presumptive identification method in addition to the Gram stain currently 
used.   The use  of  the M’Fadyean  reaction dates  back  to  the  early nineteenth 
century  following M’Fadyean’s description  of  a  ‘peculiar  staining  reaction  of 
the blood of animals dead of anthrax’ (1903).  This simple, reliable, method was 
widely used to aid in the presumptive identification of B. anthracis from direct 
clinical material whilst anthrax was still prevalent in many countries.  After the 
decline in the disease, the quality of PMB was questioned and many front‐line 
laboratories are unlikely now  to possess  this stain.   The alternative azure blue 
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preparation  recently  proposed  by  Owen  et  al.  (2013),  was  tested  following 
culture  of  B.  anthracis  in  horse  blood  to  elicit  capsule  expression.  The  films 
prepared  with  azure  blue  were  of  very  good  quality  showing  clearly  the 
presence  of  capsule  as  a  pink  edge  around  the  vegetative  bacteria.  
Unfortunately,  the  performance  of  the  stain  with  simulated  blood  cultures 
containing human blood was not as clear as  those grown  in horse blood.   To 
determine whether  this stain would be beneficial  to  front‐line  laboratories  for 
the presumptive identification of B. anthracis in conjunction with routine Gram 
staining would require further work.   
The RedLine Alert™ test correctly determined a negative B. anthracis result for 
non‐B. anthracis isolates received during the outbreak from CBA cultures.   The 
one non‐B.  anthracis  isolate which did  test positive was  a haemolytic bacillus 
which would not have been recommended for testing.  The test is widely used 
in  the  US  in  front‐line  laboratories  and  in  the  situation  of  the  outbreak  of 
injectional anthrax  in  the UK, could have provided  laboratories with a simple 
method. Suspected bacilli grown on routine media could be tested and negative 
results  could  therefore  reduce  the  cost of  referral and  testing at  the  reference 
laboratory to rule out B. anthracis.  The use of the RedLine Alert™ test directly 
with blood  culture  supernatant was not  appropriate due  to  the problem  that 
vegetative  bacteria  express  capsule  in  blood  containing  media  therefore 
masking the specific S‐layer protein target of the test.   This was demonstrated 
with  the  negative  results  for  B.  anthracis  (Vollum  strain)  compared  to  the 
positive result obtained for a capsule deficient strain grown in blood cultures. 
The Biofire Diagnotics Filmarray® biothreat panel performed well when tested 
directly with blood cultures containing human blood and a range of B. anthracis 
strains.  This is believed to be the first time the biothreat panel has been tested 
with blood culture samples and the extraction method was presumed to be the 
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same as that used  in the blood culture panel for other more common bacterial 
causes of bacteraemia, and therefore able to remove inhibitory substances in the 
blood culture media.  A recent study evaluated the sensitivity and specificity of 
the  Filmarray®  biothreat  panel  with  DNA  samples  of  Bacillus  anthracis, 
Francisella tularensis and Yersinia pestis and live B. anthracis spores (Seiner et al., 
2013).   The  results  found  in  this study support  the conclusions of Seiner  et al. 
(2013),  that  the FilmArray® platform  is a  complete  sample‐to‐answer  system, 
with  simple  sample preparation, PCR  and data  analysis. This  study  has  also 
found that the system is suited for biothreat testing for simulated blood culture 
samples  with  results  available  in  an  hour  following  just  a  few  minutes  of 
sample preparation.    It  is hoped  the  testing of blood  cultures  in  this  study  is 
useful to the evaluation of the system for military deployment, in particular for 
use  in  the  larger medical  facilities  deployed which  do  use  automated  blood 
culture systems.  
The  testing  of  the  Filmarray®  biothreat  panel with  unknown  EQA  samples 
from the European QUANDHIP project cultured in blood cultures provided the 
same results as those reported by the reference laboratory.   The blood cultures 
were also processed with a SST protocol and provided suitable material for PCR 
testing of  thermolysates. The B. anthracis blood culture  for sample RKI –Q3‐04 
which  was  pX01  deficient  was  used  to  perform  direct  M’Fadyean  reaction, 
saving time for the reference laboratory, by not needing to culture the isolate in 
horse blood for 5 hours to allow the vegetative bacteria to express capsule.   In 
addition, pX01 deficient B. anthracis strains have capsules which are often hard 
to visualise due  to  some  capsule  regulation being on  the pX01 plasmid.   The 
microscopy  slides  prepared  from  the  blood  culture  containing  the  pX01 
deficient B. anthracis clearly showed the presence of capsule.       
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The simple method  to concentrate bacteria  from blood cultures using SST has 
been  widely  investigated  to  try  and  save  time  to  perform  automated 
identification methods  in  front‐line  laboratories.   The method was explored  to 
determine  the  most  appropriate  protocol  for  this  study.    There  is  no 
documented study  that has compared  the different protocols described  in  the 
literature and  it was discussed by Funke and Funke‐Kissling,  (2004)  that  it  is 
unclear  whether  the  different  procedures  used  would  influence  the 
performance  of  the  systems  evaluated.    Information  about  the  centrifugation 
forces  and  time  for  SST  to  separate  serum  in  conjunction  with  a  simple 
investigation of optical density with non‐infectious work,  informed  the choice 
of  three protocols.   The  three  protocols were performed  and  comparisons  of 
total  count  data  indicated  that  there  was  no  significant  difference  in  the 
concentration of bacteria following either protocol.  It was found that there was 
little  difference  in  the  concentration  of  bacteria  following  SST  processing  of 
blood cultures at different time points, however, the SST was used to produce a 
suitable  sample  for  further  testing  and was not  concerned with  concentrated 
bacteria.   The use of quantitative PCR, compared to labour intensive TVC, did 
not provide  comparable data  to  estimate  the  concentration  of  bacteria  in  the 
sample. PCR was found to yield copy numbers (genome equivalents) that were 
103 lower than the results obtained by TVC.  The expectation would be to have 
more  genome  equivalents  detected  by  PCR  than  the  TVC  rather  than  less, 
because  even dead  bacterial  cells present would  be detected  by PCR.   Blood 
cultures  for  time point  4 h, were  observed  to  contain more blood  in  the  SST 
after  the  initial  centrifugation  step.    It  is possible  the blood was  carried over 
with  the  concentrated  bacteria  removed  from  the  gel  plug  and  not  removed 
during the wash step.  This carry over may have caused inhibition during PCR 
amplification of the chromosomal PCR target for time point T4.   
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For the purposes of this study, quantification using TVC was acceptable, even 
considering  the  inherent  limitations of  the  technique and  the  fact  that  results 
were  not  available  until  24  hours  after  samples  were  collected.    However, 
samples for PCR required 48 hour sterility testing.    
The chosen protocol used the same centrifugation speed and time for both the 
initial SST centrifugation step and the wash step.  This protocol was practical to 
perform  in  the  CL3  laboratory.    The  protocol  allowed  for  multiple  blood 
cultures  to  be  processed  in  the  MSC  III,  for  example  as  more  bottles  were 
removed  from  the  BacT/ALERT®  incubator,  some  bottles were  ready  for  the 
initial  SST  centrifugation  whereas  others  were  ready  for  the  wash  step 
centrifugation.   The protocol allowed for samples at both of these stages to be 
loaded  into  centrifuge  buckets  within  the  MSC  III  and  following  surface 
decontamination to be removed for centrifugation.   
The polyanionic detergent SPS present in the blood culture media is known to 
be  a potent  inhibitor  for PCR  (Fredricks  and Relman,  1998).   SPS has  similar 
properties to DNA in that  both are high‐molecular‐weight polyanions that are 
soluble  in water but  insoluble  in alcohols  (Fredricks and Relman, 1998).   The 
use of SST to concentrate and wash bacteria was aiming to remove SPS from the 
sample  to permit PCR amplification of  the  target.   The physical  separation of 
blood cells from the blood culture fluid by the flow of gel  in the SST was also 
designed  to  remove  the  known  inhibitory  effects  of  haemoglobin  on  PCR.     
The  limit  of  PCR  detection  for  blood  cultures  following  SST  processing was 
examined and a concentration range of blood culture fluid was processed using 
SST,  followed by extraction using  three different methods.   All  Instagene and 
QIAmp silica column purification extractions were found to be negative for the 
pX02 target.   
  
154 
 
Unfortunately these extractions were not further diluted post extraction to see if 
1:100  or  1:000  dilution  would  dilute  out  inhibitors  and  permit  PCR 
amplification.    Dilution  (1:100  or  1:000  )  was  performed  on    QIAmp  silica 
column purification extractions for the Filmarray testing and amplification was 
observed which  is consistent with  finding  reported by Fredricks and Relman, 
(1998).   The thermolysis method was successfully used with PCR amplification 
to detect bacteria  following SST processing  from  the 10‐6 diluted blood culture 
(calculated  to  contain  8.86  x  101  CFU  ml‐1).    It  was  surprising  to  find  that 
thermolysates made  from direct  blood  cultures without  SST processing were 
also amplified by PCR  for  the pX02  target.   Blood cultures contained between 
8.86 x107 and 8.86 x 103 CFU ml‐1.   This was unexpected, as  it was not thought 
likely that simple heat  inactivation would remove the  inhibitory substances  in 
the blood culture fluid.  It is possible that binding of SPS with haemoglobin as 
was  described  by  Edberg  &  Edberg,  (1983)  in  the  sample,  prevented  the 
inhibitory effects of both the SPS and haemoglobin.   
The  testing  of  ten  B.  anthracis  strains  with  and  without  the  SST  processing 
method  produced  the  same  diagnostic  test  results  and  the  SST  processing 
method provided results 24 hours earlier than current methods.  The results for 
ten non‐B. anthracis isolates also provided the same diagnostic results with and 
without  SST  processing  and were  performed  to  represent matched  negative 
controls  for  the B. anthracis strains.   The  four mixed blood cultures containing 
common  contaminants  (S.  epidermidis  and  Micrococcus  spp.  and  two  other 
Bacillus spp.) were shown  to provide positive results  for B. anthracis with PCR 
and  phenotypic  confirmatory  tests  even  though  the  penicillin  and  γ  phage 
plates were mixed, a result could still be read.  The mixed blood culture with S. 
aureus  and B.  anthracis highlighted  the problem  of  this particular mix during 
infection.    Following  SST  processing  the washed,  concentrated  bacteria were 
cultured and used to prepare thermolysates and phenotypic confirmatory tests.  
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The  thermolysates  were  positive  for  the  three  PCR  targets,  however  the 
penicillin  and  specific  γ phage  sensitivity plate  apparently  only  contained  S. 
aureus.   The direct blood culture on CBA apparently only contained S. aureus, 
therefore following the standard diagnostic strategy there would be no colonies 
of B. anthracis to pick for thermolysates and phenotypic testing in contrast to the 
culture of the SST processed sample which provided a culture with a majority 
of S. aureus, but colonies of B. anthracis were present.   
The recording of start, mid‐analytical and end analytical time points provided 
information  to  compare  the  diagnostic  strategy  using  SST  processing  to  the 
current diagnostic strategy.  The overall time to positive confirmation with SST 
processing was approximately 24 hours  less  than  the current strategy and  the 
incorporation of micro‐broth dilution  susceptibility  testing using PCR  to  read 
end  point  minimum  inhibitory  concentrations  could  enable  susceptibility 
results to be available within the same time scale.  The proposed strategy could 
be performed on blood culture bottles sent by front‐line referring laboratories to 
the  reference  laboratory  (as was  the case during  the outbreak).   Alternatively, 
the method could be performed on blood culture fluid transferred to an SST by 
the referring  laboratory.   An additional small volume of blood culture fluid to 
accompany  the  SST  would  reduce  the  turnaround  time  in  the  reference 
laboratory further by allowing the SST to be loaded directly into the centrifuge 
bucket,  whilst  the  additional  sample  could  be  used  to  prepare  microscopy 
slides  and  culture within  the MSC  III.    The  use  of  blood  cultures  and  rapid 
technologies  for  the  identification  of  bacterial  causes  of  bacteraemia  has 
potential  to  reduce  turnaround  times  for  blood  culture  identification  and 
therefore  impact  on  patient  treatment  and  financial  costs  for  length  of 
hospitalisation and laboratory costs.   
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This  chapter  explored  the  use  of  simple  presumptive  identification methods 
and a new technology for direct blood culture testing.  The main emphasis was 
the use of SST processing combined with specific PCR to potentially reduce the 
turnaround times for the identification and confirmation of B. anthracis in blood 
cultures.  The main points may be summaries as follows: 
 M’Fadyean  reaction  could  potentially  support  Gram  microscopy  of 
blood  cultures  but  further work would  be  required  to  investigate  the 
azure blue preparation for use in front‐line laboratories. 
 The  RedLine  Alert™  test  was  found  to  identify  known  positive  and 
negative  isolates  grown  on  agar  containing  horse  blood  and  capsule 
deficient strains in blood cultures.  
 The Biofire Filmarray biothreat panel correctly  identified blood cultures 
containing B. anthracis strains and other biothreat pathogens. 
 The  SST  protocol  was  successful  in  providing  concentrated  washed 
bacteria  for  subsequent  PCR  amplification  and  genotyping  and  for 
setting up phenotypic  confirmatory  tests  24  hours  earlier  than  current 
procedures. 
 The SST protocol allowed for the molecular  identification of B. anthracis 
in polymicrobial blood cultures and enabled the recovery of B. anthracis 
colonies from S. aureus polymicrobial blood cultures. 
 
The  proposed  method  to  reduce  the  turnaround  times  for  confirmation  of 
B.anthracis in blood cultures and other aspects of processing blood cultures will 
be examined in Chapter four, which discusses the study aspect of ‘safety’. 
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People  who  work  with  infectious  material  could  be  at  risk  of  exposure, 
therefore  there  are  health  and  safety  regulations  in  place  to  ensure  a  safe 
working environment.   Suitable and sufficient risk assessment is a requirement 
under The Control  of Substances Hazardous  to Health  regulations 2002  (COSHH).  
Employers must  also  provide  adequate  instruction,  training  and  information 
when employees work with hazards in the workplace as directed by the Health 
and  Safety  at  Work  Act  1974  and  Management  of  Health  and  Safety  at  Work 
regulations 1999.  There is also a duty on employees to use equipment according 
to the training provided by the employer and to inform employers of any gaps 
in training and other health and safety concerns under the regulations.  There is 
also guidance  from  the HSE  for occupations and operations  that are  in direct 
contact with  infected  animals,  or with  contaminated materials  or  associated 
industrial processes (Great Britain and Health and Safety Executive, 1997). 
Appropriate  risk  assessments  can  be made within  the  laboratory  setting  for 
known  infectious  agents,  however  in  a  diagnostic  laboratory  it  is  often  the 
clinical information which informs the risk assessment for the safe handling and 
processing  of  clinical  samples.    In  situations where  insufficient  or  inaccurate 
clinical  information  is  provided,  specimens  could  be  handled  and  processed 
under  insufficient  or  inappropriate  laboratory  containment  conditions.  
Exposures to HG3 pathogens are often caused by a lack of clinical information. 
The HSE has  identified that the most common occurrences occur with Brucella 
spp. or Salmonella spp. from clinical samples that were initially processed at CL 
2.  The HSE have issued a safety note (see Appendix 4.1) on this issue following 
investigation of such  incidents,  to provide  laboratories with recommendations 
for the collection and communication of relevant clinical information.   
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A  report  discussing  four  cases  of  brucellosis  diagnosed  in  five  London 
hospitals,  (where blood  cultures  and  cultures were manipulated  on  the  open 
bench) describes  recommendations  for managing  staff with possible exposure 
to Brucella and on the prevention of  laboratory acquired brucellosis (Reddy et 
al., 2010).  Of the take‐home messages from the report, training is highlighted as 
laboratory  staff are  typically unfamiliar with  the phenotypic characteristics of 
Brucella  spp.  and  need  periodic  re‐education  about  uncommon  hazardous 
organisms.  Improved communication between clinicians and laboratory staff to 
alert  staff handling potentially high  risk  samples was  also highlighted which 
supports the HSE recommendations on communication.   
A  report  by Henkel, Miller  and Weyant  (2012),  identified  eleven  laboratory 
exposures  in US  research  facilities associated with Brucella melitensis  (4 cases), 
Brucella suis (2 cases), Francisella tularensis (4 cases) and one case of Coccidioides 
immitis/posadasii.  Laboratory  exposures  to  Burkholderia  pseudomallei  have  been 
reported and recommendations made for incidences and prevention (Peacock et 
al.,  2008).   The problem with B.  pseudomallei  is  that  the  clinical  symptoms  of 
melioidosis mimic  those  of many  other  diseases  and  differentiation  between 
melioidosis  and  many  other  acute  and  chronic  bacterial  infections  is  often 
impossible (Peacock et al., 2008).  Cases of laboratory acquired infection with B. 
anthracis  are  rare,  a  case  did  occur  in  a  laboratory  worker  in  Texas  (2002), 
resulting  in  cutaneous anthrax  (Public Health Dispatch, 2002). The  laboratory 
worker was processing environmental samples, as part of  the  investigation of 
the 2001 anthrax  letter attacks,  the  likely exposure occurred whilst handling a 
vial of B. anthracis when not wearing gloves and the vial had only been surface 
decontaminated with 70%  isopropyl alcohol which does not  inactivate spores. 
More  recently,    laboratory  workers  at  the  CDC,  Atlanta  were  potentially 
exposed to samples containing viable B. anthracis (CDC, 2014).   
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A  new  method  of  inactivation  was  performed  on  samples  containing  B. 
anthracis  which were  later  shown  to  be  viable.    Potential  exposure  occurred 
when  the  samples  were  tested  with  MALDI‐TOF  MS  in  a  lower‐security 
laboratory, not equipped to handle live B. anthracis.    
The  cutaneous  case  and  the  CDC  cases  highlight  the  importance  of  safe 
laboratory  procedures  and  vaccination  of  staff  who  routinely  work  with  B. 
anthracis.  The guidance provided by the HPA during the outbreak of injectional 
anthrax  suggests  vaccination  for  staff  routinely  handling  B.  anthracis,  this  is 
standard for workers in the reference laboratory  and other departments at PHE 
Porton, but was viewed unnecessary for front‐line laboratory staff.    
One  individual’s perception of  risk  is different  from another’s and  the use of 
data  in  evidence  based  risk  assessments  can  be  useful  to  communicate  the 
actual  risks  compared  to  the  potentially  fearful  perception  of  the  risks.  
Investigations  of  microbial  aerosol  generation  during  laboratory  accidents 
(Bennett & Parks, 2006) provides data to support the recommended emergency 
procedures  for prompt evacuation  from  the  laboratory.   The  training of basic 
biosafety principles in Azerbaijan delivered by NADP Training, used this data 
to convince laboratory directors to change their emergency procedures as they 
believed  staff  should  be  locked  in  the  lab  for  them  to  clear  up  the  accident.  
During the early period of the outbreak of injectional anthrax in the UK (2009–
2010),  several  front‐line  laboratories  were  reluctant  to  process  samples  for 
routine  bacteriology,  even  after  discussing  the  risks with  clinicians  from  the 
reference laboratory.   
This  chapter describes  the  investigations undertaken  to  explore  the  biosafety 
concerns the front‐line laboratories may have, in the event of processing a blood 
culture suspected  to contain B. anthracis on  the open bench.   The use of SST’s 
has been incorporated into the investigations, where appropriate.   
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4.2.1.2 Microscopy slides 
The inactivation of HG3 bacterial microscopy slides is limited to several studies 
relating  to Mycobacterium  tuberculosis  (MTB).   Blackwood  et al.  (2005) examine 
inactivation methods for MTB slides and other material prior to removal from 
the containment laboratory.  The results of the investigation showed viability of 
all  the  slides  and  the protocol was  altered  to  include  a  chemical  inactivation 
step, which was then shown to inactivate all slides tested (n=10).  The chemical 
inactivation was  referred  to  in  another  investigation by Chedore  et  al.  (2002), 
which examined different chemical treatments for MTB slide inactivation.  
A method applicable to this study was informed by the investigations described 
by Chedore  et  al.  (2002)  and  Blackwood  et  al.  (2005)  to  simulate  the  realistic 
treatment of  slides  in  front‐line  laboratories.   The numbers of  slides prepared 
was chosen, based on the practicalities of performing the task in an MSC III and 
the method for viability testing.  
     
4.2.1.3 Sporulation 
An investigation to determine the proportion of spores present in broth cultures 
has previously  been  conducted  at PHE Porton.   The  temperature  of  the heat 
treatment  is  identical  to  that  described  by  Giebel  et  al.  (2010),  (65˚C  for  20 
minutes)    however,  the  Porton  method  has  a  duration  of  30  minutes.    To 
visualise bacterial endospores, several techniques are available, the most simple 
being direct microscopy using  a  spore  stain.   However,  heating  of malachite 
green  is  not  easy  to  perform within  the MSC  III,  due  to  a  lack  of  suitable 
methods  to  sufficiently heat  slides without a  flame and  cold  staining has not 
previously been successful.   An alternative method used to determine the size 
of spores is scanning electron microscopy (Fazzini, Schuch & Fischetti, 2010).   
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Experiment 1: Simulated blood culture with and without added air 
A  preliminary  trial  of  the  method  was  carried  out  to  practise  using  the 
equipment in the MSC III.  During the processing of B. anthracis blood cultures 
in  this study, some bottles emitted approximately 2 ml of air when  the safety 
adaptor attached to a Luer® lock syringe was placed on the bottle.  To simulate 
this  situation,  2 ml  of  additional  air was put  into  a  blood  culture  bottle  and 
samples taken and compared to a normal bottle.  Air samples were taken when 
bottles were vented using  a blood  culture venting needle without  the plastic 
cover attached.   Air  samples were also  taken during bottle processing, whilst 
putting  three drops of blood  from  the bottle onto a plate,  three drops onto a 
microscopy  slide  and  the  plate  being  streaked with  a  loop.    For  each  of  the 
samples, a one minute duration air  sample was  taken and  the gelatine  filters 
transferred to TSA plates and incubated at 37˚C overnight.   
Experiment 2: Simulated blood culture processing using venting needles  
To  investigate  if aerosols were generated during processing of blood cultures, 
five blood culture bottles with the addition of 2 ml air were used.   
Air  was  sampled  for  three  determinations  for  five  blood  cultures  during 
venting, processing and  the  transfer of positive blood culture  fluid  into a SST 
using a venting needle.  This was achieved by pushing the blunt venting needle 
into  the SST  septum and allowing  the blood  to be drawn out under vacuum.  
Gelatine filters were transferred onto the surface of TSA plates and incubated at 
37˚C  overnight.    Blood  culture  bottles  were  used  to  perform  ten‐fold  serial 
dilutions  to determine  the TVC, 100 μl of  fluid was diluted  in 900 μl PBS and 
100 μl of the 10‐6 and 10‐7 dilutions plated onto duplicate TSA plates.  All plates 
were  inoculated  at  37˚C  overnight  and  examined  to  record  the  number  of 
colonies grown. 
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Experiment 3: Blood culture processing using safety adaptors 
Experiment  three was a  repeat of Experiment  two with an alteration of using 
safety adaptors and Luer®  lock syringes  instead of venting needles to remove 
fluid from the bottle to inoculate plates, microscopy slides and transfer into SST.   
Experiment 4: Simulated gas producing bacteria 
To  simulate  gas producing  bacteria  in  blood  cultures,  30 ml  of  extra  air was 
added to the bottle and air samples taken during venting of the bottles.  Three 
bottles were  sampled during  the venting process, using a venting needle and 
sampled  during  application  of  the  safety  adaptor.    Samples  were  taken  as 
previously described with one minute duration air sampling. 
 
Figure 4-1  Air sampling positions for blood culture processing. 
Sampling head positioning for two situations during processing, left 3 drops of 
blood culture to slide and agar plate and right venting bottle and transfer of blood 
culture to SST. Position distances a. bottom of filter to base of cabinet 5 cm, b. face of 
filter to slide or plate position 5 cm, c. bottom of filter to base of cabinet 10 cm, and 
d. face of filter to bottle neck 5 cm.  
a 
b 
c d 
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4.2.3.3 Fixation method comparison 
A fresh culture of B. anthracis clinical isolate P12C008461 was used to inoculate 
a blood culture bottle and following TTP detection used to make blood films on 
microscopy slides.  The blood culture bottle was gently inverted and then 10 μl 
used to make each of 19 blood films.   Eighteen slides were heat fixed on a hot 
plate set to 70˚C for a minimum of one minutes and one slide was immersed in 
95% methanol  for one minute.   One alcohol  fixed slide was stained with PMB 
for visualisation of capsule, the remaining 18 slides were added to 50 ml falcon 
tubes each containing 20 ml BHI broth.  The slides in broth were incubated for 
72  hours  and  then  cultured  by  spreading  100  μl  onto  a  CBA  plate  and 
incubation at 37˚C overnight. 
Further 10 μl aliquots were used to make 19 blood films on microscopy slides, 9 
slides were heat fixed at 85˚C for 2 minutes and 10 slides were immersed in 95% 
methanol for 1 minute.  One methanol fixed slide was stained with M’Fadyean 
for  visualisation  of  capsule,  the  remaining  18  slides were  added  to  a  50 ml 
falcon  tube each containing 20 ml BHI broth and 10 ml BHI plus polymixin B 
sulphate (7 mg L‐1).  The slides in broth were incubated at 37˚C overnight.  Each 
broth  was  cultured  by  spreading  100  μl  onto  a  CBA  plate  followed  by 
incubation  at 37˚C overnight.  The positive blood culture fluid was enumerated 
as previously described in section 3.1.1.4. 
4.2.3.4 Viability of stained slides 
Slides were also prepared for isolate P10C1418 (isolate referred to the reference 
laboratory  for B.  anthracis  identification but  shown  to be not B.  anthracis  and 
later identified as B. endophyticus) and B. anthracis isolate P12C016488.  Aerobic 
blood cultures were prepared using a fresh culture of each isolate and the BHI 
cultures enumerated.   
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The  positive  blood  cultures were  used  to  prepare  20 microscopy  slides  and 
enumeration of the positive fluid was also performed to determine the bacterial 
load present on the slides.   Eighteen slides were air dried and heated on a hot 
plate at 70˚C for 3 minutes, two slides were fixed in 95% methanol for 1 minute.  
Slides were  then  stained with Gram  stains  and PMB  stain  and  the  2  alcohol 
fixed  slides were  air dried  and  brought  out  of  the MSC  III  after  appropriate 
surface decontamination of the slide box.  These two slides (one Gram and one 
PMB) were examined under x100 oil immersion magnification on the laboratory 
light  microscope.    The  other  18  slides  were  placed  in  50  ml  falcon  tubes 
containing 20 ml BHI and incubated overnight at 37˚C.  The slides in broth were 
examined  the  next  day  and  all  broths  were  cultured  (irrespective  of  broth 
turbidity) and plates examined for growth after overnight incubation at 37˚C. 
4.2.3.5  Sporulation in blood cultures 
A  preliminary  experiment  to  prepare  samples  for  Scanning  Electron 
Microscopy (SEM) using blood cultures containing horse blood and B. anthracis 
(P10C0001) was conducted.  Samples were prepared from a blood culture after 
TTP detection, following SST processing and after storage for seven days room 
temperature.    The method was  then  repeated  as  described  below  for  blood 
cultures containing human blood on day one (t=0) and day 5 (t=5).  
Positive blood  culture  fluid  from  a blood  culture  containing human blood  (3 
bottles inoculated with the 10‐6 dilutions) was examined in the following way: 
t=0: Blood culture fluid was enumerated using the method described in section 
2.3.1.4.   A  ten‐fold  dilution  series was made  and  0.7 ml  aliquots were  heat 
treated  at  65  ˚C  for  30  minutes  to  kill  any  vegetative  bacteria.  After  heat 
treatment 100 μl of each sample was cultured on  to duplicate CBA plates and 
incubated overnight at 37˚C to determine if spores were present and if so how 
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many.   The positive  blood  culture  bottles were  then  stored  securely  at  room 
temperature for five days. 
t=5: A repeat of the previous method to enumerate blood culture fluid followed 
by heat treatment and enumeration of heat treated samples was performed. 
Samples  from  days  1  and  5  were  also  taken  for  examination  by  SEM,  all 
pipetting was performed using a wide aperture 5 ml plastic pastette to reduce 
shearing  forces  on  the  samples.    500  μl  of  positive  blood  culture  fluid was 
transferred into 1.5 ml microtubes with o‐rings.  The samples were spun at 800 
rpm  for  1  minute  in  a  micro  centrifuge  and  following  the  removal  of 
supernatant were re‐suspended  in 500 μl sterile PBS.   Pellets were washed by 
centrifugation at 800 rpm.   The supernatant was removed and pellets were re‐
suspended  in 4%  formalin  in PBS.     Samples were  left  in  the  fridge until  they 
had been  in 4%  formalin  in PBS  for 24 hours.   The  samples were  then gently 
mixed in the MSC III and 50 μl of each sample streaked on to CBA media and 
incubated  at  37˚C  for  48 hours.   These plates were  checked  for  sterility  after 
incubation.   The  samples were  transferred  to  clean  tubes  after  setting up  the 
sterility plates and removed from the cabinet after appropriate decontamination 
and stored in the fridge.  The samples were shown to be sterile when no growth 
was observed on the sterility plates.  Sterile samples were transferred out of the 
CL3  laboratory  to  the  Electron  Microscopy  Laboratory  where  SEM  was 
performed.    Sample  processing  for  SEM  involved  fixation  in  gluteraldehyde, 
settling onto a poly‐l‐lysine coated coverslip,  followed by solvent dehydration 
with  graded  ethanol  and  replacement  with  hexamethyldisilazane  (HMDS).   
The sample was  then coated  in gold, using an  ion beam sputter coater  (Ultra‐
fine  grain  coating module,  700  series)  and  the  scanning  electron microscopy 
was performed on a FEI XL30 FEG SEM, and examined at 4 kV.  
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4.2.3.6 Serum separator tube sample viability 
To  investigate  the  potential  presence  of  viable  B.  anthracis  in  a  bacteraemic 
patients’ serum sample, the following method was used. 
A  BHI  broth  culture  of  B.  anthracis  (Vollum)  prepared  previously  (section 
2.2.3.8) was used  to  inoculate horse blood.   A 100 μl aliquot of  the undiluted 
BHI culture and ten‐fold serial dilutions (100 to 10‐7 CFU ml‐1) were  inoculated 
into  8  x  5  ml  aliquots  of  horse  blood.    These  were  transferred  to  8  serum 
separator  tubes  (SSTs)  and mixed by gentle  inversion  5  times  and  left  for  30 
minutes.  The SSTs were centrifuged at 1000 x g for 10 minutes, gently inverted 
5 times and then 100 μl of serum cultured on COH media and incubated at 37˚C 
overnight.  Following incubation the plates were examined and the numbers of 
colonies counted.  
This method was  repeated  for a BHI broth  culture of B. anthracis P12C008461 
with the following alterations, 1 ml of each broth suspension was added to 9 ml 
horse blood and 5 ml of each spiked sample was then transferred to duplicate 
SSTs.   SSTs were mixed by gentle  inversion five times and  left for 30 minutes.  
The SSTs were centrifuged at 1300 x g for 10 minutes, gently inverted five times 
and  then 100 μl of serum cultured on  triplicate COH media and  incubated at 
37˚C overnight.  SSTs were then stored in a fridge (2‐8˚C) for 5 days, mixed by 
gentle inversion 5 times and 100 μl of serum cultured on triplicate COH media 
and incubated at 37˚C overnight.   
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Table 4-1  Recovered CFU during processing blood cultures with venting needles. 
Bottle 
Venting 
(recovered CFU) 
Slide and plate 
(recovered CFU)
Transfer to SST 
(recovered CFU) 
Bottle enumeration
(CFU ml‐1) 
1  ND  ND  ND  1.31 x 109 
2  66  ND  2  8.15 x 108 
3  ND  ND  ~ 200*  7.75 x 108 
4  2  ND  ND  8.45 x 108 
5  ND  ND  2  2.12 x 109 
The CFU recovered by air sampling, * approximate count of CFU as a result of a direct 
splash of blood to filter face and not aerosols.    
The experiment was repeated using the Luer® lock safety adaptors used for the 
routine  processing  of  B.  anthracis  blood  cultures  in  this  study.    The  TVC 
estimates of spores in each of the simulated blood culture bottles (Table 4‐2) are 
of similar magnitude for all five bottles (1.59, 1.80, 1.84, 1.89 and 1.96 x 108 CFU 
ml‐1)  but  of  a  lower  concentration  to  bottles  previously  used  for  aerosol 
processing with venting needles (Table 14‐1).  
 The  air  flow  rate  for  this  experiment  was  different  from  that  previously 
conducted, readings were taken with a mean air flow rate of 118.05 ±7.55 Lmin‐1 
(mean±  s.e.;  n=5) which was  approximately  10%  higher  than  in  the previous 
experiment.   No  aerosols were  detected  during  the  application  of  the  safety 
adaptor onto the bottles or during transfer of fluid to the SST for all five bottles 
processed  (Table  4‐2).    Aerosols were  detected  from  one  of  the  five  bottles 
processed  during  slide  and  plate  inoculation  with  a  count  of  2  CFU  being 
recovered (Table 4‐2).   
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Table 4-2   Recovered CFU during processing blood cultures with safety adaptors. 
Bottle  Venting 
(recovered CFU) 
Slide and plate 
(recovered CFU)
Transfer to SST 
(recovered CFU) 
Bottle enumeration
(CFU ml‐1) 
1  ND  2  ND  1.59 x 108 
2  ND  ND  ND  1.80 x 108 
3  ND  ND  ND  1.84 x 108 
4  ND  ND  ND  1.89 x 108 
5  ND  ND  ND  1.96 x 108 
The CFU recovered by air sampling during processing with application of safety 
adaptors, 3 drops of blood to both slide and plate with plate streaking and transfer to 
SST. (ND, not detected). 
A  calculation of  the  spray  factor  (SF)  for both  the use of venting needle  and 
safety  adaptor  to  process  bottles  was  performed  using  the  aerosol  counts 
obtained  (Table  4‐3).    The  SF  was  calculated  by  dividing  the  aerosol 
concentration by the suspension concentration (Bennett & Parks, 2006).    
Table 4-3   Summary of aerosol data for calculation of spray factor. 
Aerosol 
CFU 
Air sampling  
m‐3 
[aerosol] 
CFU m‐3 
[suspension] 
CFU ml‐1 
Spray factor 
 
66 (venting)  0.103  640.7  8.15 x 108  7.86 x 10‐7 
2 (venting)  0.103  19.4  8.45 x 108  2.30 x 10‐8 
2 (transfer)  0.103  19.4  8.15 x 108  2.38 x 10‐8 
2 (transfer)  0.103  19.4  2.12 x 109  9.16 x 10‐9 
2 (inoculation)  0.118  16.9  1.59 x 108  1.07 x 10‐7 
 
The  SF  can  be  used  as  an  indication  of  the  severity  of  an  accident  and  as  a 
component in dynamic risk assessment (Bennett & Parks, 2006).   
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More samples would be needed over a range of concentrations to determine a 
stable  SF  for  the  individual  steps  sampled  here  so  that  a  concentration  not 
tested  could be used with  the  spray  factor  to  calculate  the  theoretical aerosol 
concentration and therefore the aerosol hazard to the laboratory worker.   
If the spray factor (for 66 CFU recovered during venting) is used to calculate the 
aerosol concentration  from venting a blood culture bottle containing ~ 1 x 108 
CFU ml‐1  then  the  following  example  could  be  used  as  part  of  an  evidence‐
based  risk  assessment  following  potential  exposure  from  processing  a  blood 
culture containing B. anthracis on the open bench in a CL2 laboratory.  
The  spray  factor  can  be  used  for  evidence  based  risk  assessments,  as  an 
example.  The assumptions made were as follows: 
A laboratory worker vents a blood culture bottle on the open bench containing 
~ 1 x 108 CFU ml‐1 which takes approximately 30 seconds, whilst they stand  in 
front of the bottle.   The exposed worker has a breathing rate of 15 L min‐1, the 
aerosol  does  not  significantly  deposit  during  the  time  and  all  aerosolized 
bacteria are <5 μm and deposited in the lungs.   
The calculated spray factor for venting bottles can now be used:    
Aerosol concentration  = (7.86 x 10‐7) x (1 x 108)       
= 78.6 CFU m‐3     
        = 0.0786 CFU l‐1     
Dose (30 seconds)   = 7.5 x 0.0786 = 0.5895 CFU   
Dose (1 minute)   = 15 x 0.0786 = 1.179 CFU   
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The  dose  of  <1  CFU  would  be  potentially  inhaled  in  30  seconds  if  all  the 
assumptions  made  are  correct,  when  using  the  spray  factor  calculated  for 
venting with a venting needle.   
The air sampling results for bottles prepared with an addition 30 ml added air 
and calculated spray  factors are shown  in Table 4‐4, with  the concentration B. 
atropheus  in  blood  culture  bottles.    The  application  of  the  safety  adaptor 
generated higher recovered counts than with the venting needle.   
Table 4-4   Recovered CFU during processing blood cultures with 30 ml added air. 
Bottle  Bottle 
enumeration 
(CFU ml‐1) 
Venting with 
venting needle 
(recovered CFU)
Application of 
safety adaptor 
(recovered CFU) 
Spray factor 
1  4.2 x 108    30  6.05 x 10‐7 
2  4.3 x 108    27  5.32 x 10‐7 
3  5.0 x 108    114  1.93 x 10‐6 
4  6.3 x 108  4    5.30 x 10‐8 
5  5.6 x 108  11    1.66 x 10‐7 
6  4.2 x 108  2    4.0 x 10‐8 
 
4.3.1.2 Fixation method and viability of microscopy slides 
The aim of  this  investigation was  to determine  the viability of B.  anthracis on 
fixed microscopy  slides.    The  use  of  heat  inactivation  (at  two  temperatures) 
versus  alcohol  fixation  was  initially  compared  to  determine  the  potential 
biological risk to front line microbiology staff.   Heat fixation is commonly used 
in  front‐line  laboratories and alcohol  fixation  is used by  the national reference 
laboratory.   
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Alcohol fixation is recommended in guidance for the fixation of blood cultures 
suspected  to contain B. anthracis, however  the causative organism may not be 
known until after the microscopy slide has been examined. 
The viability results for slides treated by the three methods are shown in Table 
4‐5.  All slides treated at 70˚C were found to possess viable B. anthracis.  One out 
of nine slides had viable B. anthracis cells after  treatment at 85  ˚C.    In contrast 
there  were  no  detectable  viable  organisms  isolated  from  microscopy  slides 
following alcohol fixation  in 95% methanol  for one minute and all nine  turbid 
broth cultures, contained a common contaminating bacterium.   
Table 4-5   Viability of B. anthracis on microscopy slides following three treatments. 
   Heat fixation 
(70˚ C) minimum 2 
minutes 
Heat fixation 
(85˚ C) minimum 2 
minutes 
Alcohol fixation 
(1 minute 95% 
methanol) 
Number of 
slides  18  9  9 
Broth 
turbidity  18/18 turbid  0/9 turbid  9/9 turbid 
Slide 
viability  18/18 viable  1/9 viablea  0 viableb 
a 2 broth grew a contaminant common to both and b 9 broth cultures grew a contaminant 
common to all and no growth of B. anthracis. 
4.3.1.3 Viability of stained slides 
The viability of B.  anthracis on microscopy  slides  treated with heat  fixation at 
70˚C for 2 minutes was further investigated to determine if the chemicals used 
for Gram staining and M’Fadyeans reaction would inactivate viable bacilli after 
the initial heat treatment.   
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The  investigation also compared  the viability of B. anthracis  (P12C008461) and 
B.  endophyticus.   None  of  the  slides were  shown  to  be  viable  for  B.  anthracis 
following heat treatment at 70˚C for a minimum of 2 minutes and followed by 
Gram staining.   Two of nine slides yielded viable organisms after PMB staining 
(Table  4‐6).   One  of  nine  slides was  shown  to  possess  viable  B.  endophyticus 
following heat treatment at 70˚C for 2 minutes followed by Gram staining and 
all nine  slides were viable  after PMB  staining  (Table 4‐6).   The blood  culture 
bottles  used  to  prepare  the  slides  were  enumerated  using  TVCs.    The  B. 
endophyticus  blood  culture  contained  1.06  x  106 CFU ml‐1  and  the B.  anthracis 
blood culture contained 9.95 x 107 CFU ml‐1.   
Each  slide  was  prepared  with  10  μl  of  blood  culture  fluid  therefore  the 
estimated  total bacterial  load  on  the microscopy  slides were  1.06  x  104  for B. 
endophyticus and 9.95 x 105 for B. anthracis.  Determination of viable bacteria by 
immersion of  slides  into broth does not  allow  enumeration of  the number of 
viable bacteria present after  treatment.   The  inactivation efficiency of  the slide 
treatments cannot therefore be determined.   
Table 4-6 Viability of slides following heat treatment and staining for B. 
endophyticus and B. anthracis. 
Stain(s)  B. endophyticus 
P10C01418 
B. anthracis           
P12C008461 
Gram  1/9 viable  0/9 viable 
PMB  9/9 viable  2/9 viable 
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4.3.1.4  Sporulation in blood cultures 
Blood  culture  bottles  are  normally  processed  as  soon  as  they  are  flagged  as 
positive  on  the  system  and  are  then  stored  until  identification  has  been 
reported.    During  this  time,  bottles  may  be  reprocessed  (if  required)  and 
ultimately are autoclaved.  To investigate whether there is a risk of sporulation 
in  positive  blood  cultures,  blood  culture  fluid was  directly  enumerated  and 
then heat  treated  to kill vegetative bacteria and  then  enumerated again.   The 
bottles  were  then  left  at  room  temperature  for  five  days  and  the  method 
repeated.    Blood  cultures  containing  human  blood were  used  to  investigate 
sporulation to simulate the real situation as closely as possible.   
The bacterial load of the bottles directly after TTP detection were 8.5 x 107 CFU 
ml‐1,  1.95 x 108 CFU ml‐1 and 6.7 x 107 CFU ml‐1 as determined by TVC (Table 4‐
7).  The neat blood culture fluid and the serial dilutions made for TVC dilution 
(neat to 10‐6 dilution) were heat treated at 65˚C for 30 minutes and then 100 μl of 
each sample cultured on to agar plates in duplicate.   
These plates were shown to have no growth after overnight incubation (Table 4‐
7), which represented a ~ 108 reduction in bacterial load and also suggested the 
absence of any spores in recently positive blood cultures. 
Table 4-7  TVC of fluid before and after heat treatment and following five days 
storage.  (ND, not detected) 
Simulated 
human blood 
culture 
Direct 
CFU ml‐1 
Direct heat 
treated 
CFU ml‐1 
Five day direct 
CFU ml‐1 
Five day heat 
treated 
CFU ml‐1 
1  8.5 x 107  ND  1.76 x 107  1.53 x 104 
2  1.95 x 108  ND  1.58 x 107  1.25 x 104 
3  6.7 x 107  ND  1.71 x 107  3.9 x 104 
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After  five  days  storage  at  room  temperature  the  bottles  were  processed  in 
exactly  the same way as  initially.   TVC determinations of  the bacterial  load of 
the bottles were 1.76 x 107 CFU ml‐1, 1.58 x 107 CFU ml‐1 and 1.71 x 107 CFU ml‐1 
(Table 4‐7).   Following heat  treatment bottles were  found  to contain 1.53 x 104  
CFU ml‐1, 1.25 x 104   CFU ml‐1 and 3.9 x 104   CFU ml‐1 organisms.  This suggests 
that the bottles contained ~ 103 CFU ml‐1 vegetative bacteria, being killed by the 
heat treatment and ~ 104 CFU ml‐1 spores.  
SEM was used to visualise the blood cultures (horse blood and human blood) at 
the  TTP  detection,  after  processing  with  SST  and  after  five  or  seven  days 
storage  at  room  temperature.   The  SEM visualisation  of B.  anthracis  in blood 
cultures  containing  horse  blood  or  human  blood  unfortunately  showed  no 
visible  evidence  of  spores  all  containing  only  vegetative  bacterial  cells.    The 
blood  culture  fluid  at TTP detection  showed  low numbers of vegetative  cells 
observed  to have  smooth  and  intact  surface  (Figures  4.2  and  4.5).   Following 
SST  processing,  the  SEM  images  similarly  show  many  vegetative  cells  as 
expected  (Figure 4.3).   After  seven days  storage  for blood  cultures  containing 
horse blood (Figure 4.4) and five days storage for those containing (Figure 4.6), 
bacterial  cells  appear damaged, with wrinkling  of  the  surface  similar  to  that 
described for E. coli following treatment with antimicrobial peptides (Hartmann 
et al., 2010).  The bacterial cells in Figure 4.4, appear to have been fractured with 
some cell debris present.   Processing of  the samples with wide ended pasteur 
pastettes, rather than micropipettes was undertaken to try and prevent damage 
to  the  sample  by  reducing  shearing  forces.    The  undamaged  bacterial  cells 
apparent  in  direct  and  SST  processed  samples  provide  evidence  that  the 
damage seen in five and seven day samples was due to the time period and not 
the methods used in preparing the samples for SEM or during SEM processing.   
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Figure 4-2  SEM of blood culture at TTP simulated with horse blood. 
 
Figure 4-3  SEM of blood culture at TTP following SST processing simulated with 
horse blood. 
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Figure 4-4  SEM of blood culture after 7 days storage simulated with horse blood. 
 
Figure 4-5   SEM of blood culture at TTP simulated with human blood. 
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Figure 4-6  SEM of blood culture at TTP following SST processing simulated with 
human blood. 
 
Figure 4-7  SEM of blood culture after 5 days simulated with human blood. 
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Figure 4-8 SEM of blood culture after 5 days storage and SST processing simulated 
with human blood. 
Gram  and  PMB  stained  microscopy  slides  were  also  prepared  from  blood 
cultures  following  5  days  storage,  representative  examples  are  shown  in 
Appendix 4.2. 
4.3.1.5 Serum separator tube sample viability 
An  initial  experiment  was  performed  to  simulate  the  blood  of  a  potential 
patient with  B.  anthracis  bacteraemia  and  used  SSTs  as  a  blood  sample  type 
which may  be  used  for  pathological  investigations  other  than microbiology.  
The BHI broth culture of B. anthracis  (Vollum) used  to spike horse blood was 
enumerated by TVC and found to contain 1.3 x 106 CFU ml‐1.   A 100 μl aliquot 
of  the undiluted and  tenfold  serial dilutions of  the broth  culture were mixed 
into 5 ml horse blood and  transferred  to SSTs.   The  simulated blood  samples 
were processed as  if  they were routine bloods  for serum separation and were 
then cultured.   The SST inoculated with 100 μl of 1.3 x 106 CFU ml‐1 broth was 
estimated to contain 1.35 x 103 CFU ml‐1 after processing.   
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This initial experiment was used to explore the potential presence of bacteria in 
a simulated blood sample because it was known that when a SST is centrifuged, 
bacteria  are  concentrated  from  the  sample  onto  the  gel  plug  and  anthrax 
patients with bacteraemia can reach very high concentrations of bacteria in the 
blood.    The  experiment was  altered  by  preparing  duplicate  SST(s)  for  each 
inoculum and estimating the concentration of bacteria initially and after storage 
in the fridge for five days; the viable count data are shown in Table 4‐8.   
 
Table 4-8  Triplicate counts for duplicate serum samples at t=0 and t=5 days storage 
in the fridge (TNTC – Too Numerous To Count, ND – Not detected). 
   Concentration of B. anthracis in blood prior to SST processing 
  1.42  x105 
CFU ml‐1 
1.42  x104 
CFU ml‐1 
1.42  x103 
CFU ml‐1 
1.42  x102 
CFU ml‐1 
1.42  x101 
CFU ml‐1 
1.42  x100 
CFU ml‐1 
t=0 
(1) 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
44 
28 
36 
7 
4 
3 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
3 
t=0 
(2) 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
TNTC 
110 
95 
107 
23 
11 
29 
2 
3 
11 
ND 
2 
3 
t=5 
(1) 
185 
172 
195 
14 
12 
17 
1 
1 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
t=5 
(2) 
189 
173 
192 
18 
27 
19 
ND 
ND 
2 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
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It could be argued that a needle stick route of transmission presents the greatest 
risk  to  laboratory workers however,  the use  of  sharps  can  be  controlled  and 
accidents are unlikely to infect more than one laboratory worker.  It is generally 
accepted that the greatest risk to laboratory workers is inhalation of aerosolized 
infectious particles, because the respiratory route of transmission is the hardest 
to control.  For a laboratory worker to become infected by aerosolized infectious 
particles  there  are  several  factors  to  consider,  firstly  the  agent  must  retain 
characteristics necessary to cause disease, secondly the agent must be in the air 
in sufficient quantity and time for the infectious dose to be inhaled and finally 
there has to be a susceptible host in direct contact with it, in this case inhaling 
the airborne  infectious particles  (Burge, 1995).   To prevent exposure  from any 
infectious  aerosols  there  are  several  options,  the  susceptible  host(s)  can  be 
isolated; filter ambient air or breathing zone air to physically remove the agent, 
dilute the aerosol to levels below the infectious dose or kill the agent at source 
either  by  disinfection  of  the  air,  surface  disinfection  or with  antibiotics  if  a 
person is the contagious source.   
Patients  with  anthrax  are  not  contagious  but  other  pathogens  can  be 
transmitted person  to person.   Some of  these general measures are practically 
achievable  in  the microbiology  laboratory  and  form  the  basis  of  engineering 
controls.  Engineering controls required for CL3 laboratories are used to dilute 
the  air  by  allowing  laboratory  air  changes  to  remove  aerosols  and  in 
conjunction  with  the  negative  pressure,  prevent  air  flowing  out  of  the 
laboratory  into  other  work  areas.    Another  engineering  control  is  the 
microbiological  safety  cabinet which  can  be  used  in  both  the  CL3  and  CL2 
laboratory.   MSCs  isolate, dilute and  filter  the air  therefore  reduce or  remove 
the aerosol hazard however, operators need to understand that where there are 
aerosols, there is always potential for contamination of surfaces.  If there was an 
aerosol exposure on  the open bench  in a CL2  laboratory,  there may be no air 
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changes  to  dilute  the  aerosol  and  it  is  not  feasible  to  disinfect  the  air,  so 
emergency  procedures  are  used  to  swiftly  evacuate  the  area  as  a means  to 
isolate susceptible host(s) from prolonged exposure.   
In a front‐line diagnostic  laboratory  it  is possible for unexpected HG3 bacteria 
to be  isolated  from blood cultures, with  little clinical  information  to highlight 
the potential risks (Reddy et al., 2010).  In this situation the blood culture would 
be processed on the open bench (unless the laboratory has access to a MSC I in 
the CL2  laboratory and  locally decided  to process all blood  cultures within a 
MSC).   The HSE have  identified that a  lack of clinical  information available to 
laboratory  staff, does not allow  staff  to make  the appropriate  risk assessment 
for handling clinical material and samples at CL3.   The aerosol  investigations 
undertaken aimed to provide laboratory staff with some evidence of the aerosol 
risk  for  processing  bottles  on  the  open  bench,  in  the  event  that  insufficient 
clinical information is received to indicate the requirement to process the blood 
cultures  in  a  MSC.    A  recent  study  explored  a  range  of  air  and  surface 
contamination  produced  during  serial  dilution  (pipetting)  of  high  titre 
suspensions of B. atropheus  (Pottage  et al. 2014).   The average bacterial counts 
reported  by  Pottage  et  al.  (2014) were  6.9 CFU  and  13.6 CFU.    The  bacterial 
counts determined  in  this  study  for processing blood  cultures were also  low, 
the  highest  being  66  CFU  (for  one  determination  of  venting with  a  venting 
needle).    
From  the blood  culture work with B.  anthracis, bottles  at TTP detection were 
found to contain approximately 108 CFU ml‐1 vegetative, encapsulated bacteria, 
with  the potential  to  also  contain  spores after  five days  storage.   The aerosol 
sampling  data  were  used  to  calculate  spray  factors  for  the  various 
manipulations  examined  such  as  venting  bottles with  venting  needles  or  the 
addition  of  a  safety  adaptor  and  the  processing  of  the  bottle  to  inoculate 
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microscopy  slides and agar plates.   The  example used  to  illustrate  the use of 
spray  factors  (calculated  using  highest  bacterial  count  66  CFU)  gave  a 
theoretical worse‐case scenario of < 1CFU (for a 30 second exposure) and 1.179 
CFU  (for a one minute exposure) being  inhaled.   These numbers are  low and 
assumed  that  the  entire  aerosol was  inhaled  and  that  particles were  able  to 
penetrate into the lower respiratory tract.  The spray factors determined in this 
study  for venting bottles were 2.30  x  10‐8 and  7.86  x  10‐7.   A  calculated  spray 
factor of 5.3 x 10‐7 was determined for a simulated accident (for dropping a flask 
containing 50 ml culture at 5x109 organism) by Bennett & Parks  (2006).   Using 
this calculated spray factor a worker could potentially inhale 19.9 CFU during a 
30 second period which is greater than that determined in this study for venting 
blood cultures. 
Spores  were  chosen  for  this  scenario  and  the  data  generated  in  this  study 
showed  that blood  cultures processed directly after TTP  contained vegetative 
bacteria and a proportion of  spores after  five days  storage.     To be useful  for 
different  scenarios  the  spray  factor  should  be  constant  or have  a determined  
range  to  back  calculate  the  likely  concentration  of  aerosol  present with  any 
given  sample  concentration.    More  work  would  need  to  be  carried  out  to 
determine  if  the  spray  factor  is  constant  for  venting  or  varies.    To  have 
confidence  in  the  use  of  spray  factor  calculations  in  evidence  based  risk 
assessments  further  work  would  be  required  as  described  with  additional 
determinations  to  assess  the  assumptions made.    The  inhalation  of  particles 
<5μm can penetrate  into  the  lower  respiratory  tract,  therefore  investigation of 
aerosol  particle  size  from  blood  cultures  containing  spores  compared  to 
vegetative bacteria would allow an assessment of whether aerosols are likely to 
be inhaled.  The air sampler used for this study allowed a determination of total 
bacterial count, however, it did not allow analysis of the different particle sizes 
produced  therefore  the  calculations  of  spray  factor  and  potential  inhaled 
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aerosols during blood culture processing make the assumption that they are <5 
μm.   
Air  samplers could also be positioned above  the bottle at a height  simulating 
the  laboratory worker  processing  the  bottle.   Discussion with  front‐line  staff 
who  have  processed  bottles  containing  gas  producing  bacteria,  have 
commented  that  when  inserting  the  venting  needle  (with  plastic  sheath  in 
place)  into  the  bulging  septum  the  spray  was  sideways,  justifying  the 
positioning  for  this  study.   An  understanding  of  the  particle  size  generated 
from  blood  culture  aerosols  could  also  be  related  to  contamination,  as  large 
particles and droplets fall out of the air quicker and contaminate surfaces.  The 
spore  is  considered  the  primary  infectious  particle  in  the  transmission  of 
anthrax  and  the  infectious  dose  for  humans  via  the  respiratory  route  could 
theoretically be as low as one spore, dependant on reaching the correct site and 
upon other host  factors  (WHO, OIE, FAO,  2008).   Data discussed  in Chapter 
One  described  low  rates  of  infection  with  industrial  exposure  to  600  ‐1300 
spores over 8 hour shift periods.   
The structure of B. anthracis spores allows survival in harsh environments, and 
therefore  requiring  appropriate  decontamination  and  disposal  methods  by 
ensuring destruction  cycles  are used when material  is  autoclaved.   The HPA 
guidance produced during the outbreak of injectional anthrax, detailed the use 
of  10,000  ppm  available  chlorine  disinfectant  for  dealing  with  spillages  of 
suspected B. anthracis clinical samples.   This high concentration of disinfectant 
will inactivate B. anthracis spores and this study would recommend this for any 
blood culture spillage, even if being processed directly after TTP.   
Contamination  may  occur  as  a  consequence  of  other  aspects  for  processing 
blood cultures; the practices surrounding them would be important to prevent 
laboratory acquired infections.  
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A  large  study  investigating  different  methods  of  Mycobacterium  tuberculosis 
inactivation concluded that conventional practices cannot be assumed to render 
the  organism  non‐viable  and  methods  should  be  validated  locally  to  safely 
move material  outside  of  a  CL3  laboratory  (Blackwood  et  al.,  2005).    In  the 
study,  microscope  slide  viability  was  assessed  and  all  of  the  slides  tested 
contained  viable  MTB  after  heat  treatment,  resulting  in  their  local  protocol 
being  altered  to  include  an  additional  chemical  treatment  step.    If  a  blood 
culture  suspected  to  contain B.  anthracis was processed on  the open bench,  it 
would be hoped laboratory workers would use common sense to appropriately 
dispose  of  microscopy  slides  into  sharp  safe  containers  and  handle  them 
carefully  to  prevent  sharps  injury.    The  evidence  from  the  viability 
investigations suggests that B. anthracis may be inactivated by heat treatment at 
70˚C  followed  by  standard  Gram  staining  but  not  by  PMB  staining  for  the 
visualisation  of  the  presence  of  capsule.    Blood  culture  microscopy  slides 
provide first indications of the causative agents of bacteraemia and anthrax may 
not  have  been  initially  identified  by  clinical  presentation  or  details  and 
therefore  the  initial  slide  may  not  be  known  to  be  B.  anthracis.    The  UK 
guidelines for processing cultures suspected to contain B. anthracis recommend 
the use of alcohol fixation, routinely used at PHE Porton as a validated method 
of  fixing  and  inactivating  B.  anthracis  slides.    In  front‐line  laboratories  this 
method may not be used on  initial  slides,  therefore care  should be  taken and 
staff made aware of the potential for viable material on slides.   It is not known 
whether some laboratories leave slides to naturally dry without the use of a hot 
plate and further studies would be needed to investigate this scenario.  
Serum is used for many pathological investigations other than microbiology, for 
example within haematology and clinical chemistry departments.  The presence 
of spores in clinical material was explored by simulating serum samples from a 
bacteraemic anthrax patient.   
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The data  suggested  that viable B.  anthracis may be present  in  serum  samples 
because the bacteria in the blood can be at high concentrations and the bacteria 
are  captured on  the gel plug of  serum  separator  tubes.   The  simulated blood 
samples contained a final concentration of 1.42 x 105 CFU ml‐1 B. anthracis which 
does not represent  the very high ~108 CFU ml‐1 which can be reached prior  to 
death  but  was  suitable  for  the  purposes  of  the  study.    After  processing  to 
separate serum, followed by storage in the fridge for 5 days, the samples were 
found  to contain 1.8 x 103 CFU ml‐1, a reduction of 2  logs, however  it was not 
determined whether  the storage resulted  in  the  induction of sporulation.    It  is 
possible  to have breaks  in  communication between  clinical  staff and between 
pathology  departments  and  spillage  of  such  a  sample  would  present  a 
contamination  issue,  especially  if  the  bacteria  had  sporulated.  The  HPA 
guidance,  mentioned  previously,  covers  information  for  blood  science 
laboratories  for  spillage  and  alerts  workers  to  the  care  needed  to  prevent 
inoculation  injuries.    In addition  the guidance highlights  the need  for  staff  to 
strictly follow standard procedures which should already be in place to prevent 
the acquisition of blood borne viruses.  The data from this study also supports 
the guidance and presents data to support the assumed situation.        
Heat  treatment  of  the  positive  bottles  directly  on  day  one was  sufficient  to 
reduce counts by ~108 therefore, there appears no reason for this reduction to be 
different  for  the bottles  after  five days  storage  and  that  the growth observed 
was a result of the presence of spores.  Simulated bottles at TTP were estimated 
to contain between 107 and 108 CFU ml‐1 and following storage for five days and 
heat  treatment  contained  approximately  104  CFU  ml‐1  spores.  Microscopic 
examination  of  the  samples would  have  been  useful  to  see  the  presence  of 
spores.  The use of conventional spore stains, however require heating which is 
difficult in an MSC and the cold version of the staining procedure was reported 
to provide poor results when used by other research groups at PHE Porton.   
  
192 
 
Gram and PMB stained films (Appendix 4.2) suggest sporulation however, not 
by  specifically  staining  spores.      To  take  advantage  of  the  facilities  at  PHE 
Porton,  the  visualisation  of  simulated  blood  cultures  was  performed  using 
SEM.   The  simulated human blood  cultures did not  show visual presence  of 
spores following storage at room temperature for five days however, vegetative 
cells were  fractured  or  showed wrinkled  surfaces.    Spores  in  high  titre  in  a 
blood  culture  bottle may  become  a  safety  issue  in  the  routine  laboratory  if 
laboratory workers needed  to reprocess or culture  the bottle prior  to disposal.  
In  this  situation  there  is  unlikely  to  be  an  aerosol  risk  due  to  the  bottle 
previously being vented but a spillage would require appropriate disinfection 
and may present an aerosol risk dependent on the accident.    Risk assessments 
can be based on the evidence of knowing if and when, under normal conditions 
(room  temperature),  the  bacteria  sporulate  and  therefore  impose  procedural 
controls  to  reduce  the  risk of  infection  to  the  laboratory worker.    It would be 
hoped  that  the blood  culture would be  identified as presumptive B.  anthracis 
within  24  hours  and  therefore  moved  to  the  CL3  laboratory  were  all 
manipulations would  be  conducted  in  an MSC  I  and  all  samples  and waste 
disposed  of  in  the  CL3  waste  stream.    The  SAPO  regulations  enforced  by 
DEFRA,  has  strict  licensing  of  laboratories  able  to  handle  and  store  SAPO 
pathogens such as B. anthracis  and Brucella spp.  Once a front‐line laboratory has 
had  a patient  confirmed  as having  anthrax,  all  cultures,  samples  and patient 
material  should  be  appropriately  disposed  of  to  prevent  release  into  the 
environment.      
A serious accident scenario  to consider,  though very unlikely  to occur, would 
be accidental self‐inoculation of positive blood culture fluid.  The use of routine 
personal protective  equipment  such  as  gloves would  not  necessarily prevent 
this exposure unless sharps resistant gloves were used.   
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In addition,  the venting needles used  to vent blood cultures are blunt and  the 
sharps  hazard  is  present when  first  inserting  a  clean  needle  into  the  bottle 
septum.   
Injury could occur when  removing  this needle which would be contaminated 
with the positive blood culture fluid containing a high concentration (~108 CFU 
ml‐1)  of  bacteria.    The  in‐vivo  experiments  described  by  Levy  et  al.  (2014)  to 
artificially  create  bacteraemia  by  intravenous  injection  of  B.  anthracis 
encapsulated  vegetative  cells  into  rabbits,  could  be  likened  to  such  an 
inoculation accident  though  the volume would be small.    In  the rabbit model, 
this  method  of  inoculation  allowed  haematogenous  spread  of  the  bacilli 
resulting  in  an  artificial  bacteraemia  that  resembled  the  systemic  stage  of 
disease (Kobiler, 2006).  Inoculation with 107 CFU ml‐1 resulted in a bacteraemia 
of 105 CFU ml‐1 5 hours post inoculation and reached a maximum bacteraemia 
of  108  CFU  ml‐1  after  24  hours.    An  inoculation  injury  would  be  extremely 
serious irrespective of the bacteria, due to the high concentration of bacteria in a 
blood culture being directly administered into the body.   This type of accident 
would require medical attention and prompt prophylactic treatment.  This type 
of  accident was discussed with Dr Tim Brooks, whose personal  opinion was  
‘entry  of  low  concentrations  of  vegetative B.  anthracis,  into  breaches  of  the  skin  are 
likely to be overwhelmed by the immune response especially in vaccinated individuals, 
as the bacteria would not be aided by the protective action of the exotoxins’.   
In  all  accidents  or  potential  exposures,  appropriate  medical  attention  is 
paramount and risk assessment of exposure would be undertaken by medical 
staff  as  to  whether  prophylactic  treatment  or  monitoring  of  symptoms  is 
undertaken. 
A  review  of  illness  surveillance  data  from  an  archive  of  the  U.S.  offensive 
biological warfare  program  (from  1943  to  1969) was  examined  to  assess  the 
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impact of safety measures such as MSCs before and after vaccine availability on 
disease  prevention  (Rusnak  et  al.,  2004).    The  records  suggest  that  personal 
protective measures and safety training alone were able to prevent laboratory‐
acquired infections for anthrax, glanders and plague.   
In  contrast,  safety measures  to  include  the  use  of MSC without  vaccination 
failed  to prevent  infections with a very  low  infectious dose such as  tularemia 
and  Q  fever.    The  numbers  of  these  infections  dramatically  dropped  when 
vaccination was  available  and  the publication  suggests  that  only  laboratories 
experienced  to  handle  these  highly  infectious  organisms, who  have  suitable 
training  and precautions  should  conduct  research.    In  the UK,  vaccination  is 
available to staff who routinely work with B. anthracis and very few institutions 
such as PHE Porton and  the Defence Science Technology Laboratories  (DSTL, 
Porton)  conduct  research with  these  organisms.   Diagnostic  laboratories may 
infrequently culture HG3 bacteria, however, as previously discussed they may 
not always know to handle it at CL3, due to a lack of clinical information.  The 
training provided by NADP  training at PHE Porton  is  therefore an  important 
means  to  increase  awareness  of  these  pathogens  by  front‐line  staff  and  an 
opportunity to share the best practices for handling pathogens.   
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The aspects of the codes of conduct relevant to this study are competence and 
behaviour. Biomedical  scientists must  continuously develop  and demonstrate 
their knowledge  and  skills  to  reflect professional  and  scientific advances  and 
guide best professional practice.   Biomedical scientists are expected  to do  this 
by  undertaking  courses,  on  the  job  training,  reflection  and  self‐management 
processes such as CPD (IBMS, 2014).  They must also co‐operate with employer 
and professional colleagues in the interests of providing a safe and high‐quality 
service, as a behaviour requirement in the code of conduct. 
As  discussed  in  Chapter  Four,  the  employer  has  a  legal  responsibility  to 
provide  suitable  and  sufficient  training  for  staff  undertaking  work  with 
potential  hazards.    Employers  will  have  incorporated  this  requirement  into 
local  training  programmes  upon  employment  and  stipulate  in  contracts  the 
employees  duties  to  comply  with  safety  policies  and  use  safety  equipment 
following  appropriate  training.    The  HSE  places  a  large  emphasis  on  the 
training of staff who work with potentially hazardous material or a hazardous 
working environments.   
Clinical  Pathology  Accreditation  UK  Ltd.  (CPA)  is  an  accreditation  service 
which  assesses medical  laboratories  and  external  control  schemes within  the 
UK  by  external  audit.    The  standards  for  medical  laboratories  include  the 
requirements for Health and Safety (Standard C5) and for laboratories to have 
personnel with  the authority,  training and  resources  to  carry out  their duties 
(Standard  A  1.3).    All  staff  should  be  given  the  opportunity  for  further 
education  and  training  in  relation  to  the  needs  of  the  service  and  their 
professional development (Standard B 9.1) and training programmes to include 
health  and  safety,  including  the  prevention  or  containment  of  the  effects  of 
adverse incidents (Standard B9.2).   The United Kingdom Accreditation Service 
(UKAS)  is  now  managing  the  transition  to  the  use  of  the  internationally 
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recognised  standard  ISO  15189:2012  for Medical  Laboratories;  the  aspects  of 
training, competency and safety are also within the standard.  
Staff  working  in  front‐line  laboratories,  therefore  have  responsibilities  to 
undertake  training  and maintain  competence  to  fulfil  legal  requirements,  as 
well as requirements  from professional bodies and quality systems.   The HSE 
describe  competence  as  the  combination  of  training,  skills,  experience  and 
knowledge that a person has and their ability to apply them to perform a task 
safely.  Competence is therefore an ability which can be assessed, for example, 
diagnostic laboratory staff are locally assessed for their competence to perform 
a  given  diagnostic  test  accurately  and  safely  after  undertaking  appropriate 
training.    Staff  can  then  be  reassessed  to  show  they  have  maintained 
competence by being assessed at a later date or by correctly performing the test 
with external quality assurance samples.   The competence of staff  to correctly 
identify HG3 bacteria  such  as Mycobacterium  tuberculosis, Salmonella  typhi  and 
paratyphi, Shigella  dysenteriae  (type  1)  and vero‐toxic Escherichia  coli which  are 
commonly  encountered  in  a  routine  diagnostic  laboratory  can  be  easily 
assessed.   
The assessment of competency for specialised areas, such as the identification of 
HG3 bacteria, which are not  commonly  encountered,  is  far more problematic 
because  too  few  cases  occur  and  they  are  not  covered  by  standard  external 
quality  assurance  schemes  such  as  the National  External Quality Assurance 
Scheme (NEQAS).  Laboratories, such as RIPL, do take part in external quality 
assurance schemes for rare pathogens such as the EQADeBa and QUANDHIP 
EU projects, but  these are  international schemes  for specialist  laboratories and 
are too limited (e.g. staff in three laboratories in the UK).     
Until  2013,  PHE  Porton  (formerly  HPA)  provided  a  week  long  course  for 
biomedical  scientists  from  front‐line  laboratories  to  cover  the  identification of 
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potential  deliberate  release  bacterial  agents.    Delegates  would  have  the 
opportunity to study the HG3 bacteria B. anthracis, F. tularensis, B. pseudomallei 
and  Y.  pestis  at  first  hand, within  the  safe  environment  of  the  training  CL3 
laboratory,  with  the  bacteria  contained  within  MSC  III.    This  course  was 
condensed to form a one day course as part of Olympic preparedness in 2012 to 
allow  more  staff  to  attend  and  have  the  same  opportunity  to  study  HG3 
bacterial cultures as well as having an overview of the laboratory identification 
of the bacteria, delivered in a single day.   
This one day format has been adapted and now replaces the five day deliberate 
release  course  to provide  the opportunity  for  front‐line  staff  to  increase  their 
awareness  of  the  HG3  bacteria;  B.  anthracis,  Brucella  spp.,  F.  tularensis,  B. 
pseudomallei, Y. pestis and the more commonly encountered Salmonella typhi and 
paratyphi, Shigella dysenteriae (type 1) and vero‐toxic Escherichia coli.  This course 
was developed and run at the request of the Biological Agents Steering Group 
(BASG)  as  in  the  past  Brucella  spp.  and  Burkholdheria  pseudomallei  have  been 
isolated in regional PHE CL2 laboratories.  The laboratory staff concerned, were 
unfamiliar with the identification of these agents and culture plates were shown 
to several laboratory staff, increasing the number who were potentially exposed 
and therefore offered extended courses of antibiotic prophylaxis.  
The HG3 bacteria awareness course has been delivered in November 2013 and 
June  2014  for  front‐line  staff  working  in  PHE  and  NHS  laboratories.    The 
intention  is  not  to  assess  staff  competency  for  the  identification  of  these 
bacteria,  but  to  increase  their  awareness.    The  experience  of  studying  real 
cultures of HG3 bacteria  in a safe environment  is designed to equip staff with 
the necessary knowledge and experience  to  identify suspect cultures.    If  these 
cultures occur on  the open bench,  staff  should be able  to  recognise  it  rapidly 
and transfer it to the CL3 laboratory. Here, manipulations can be safely carried 
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out within a MSC I and then samples/cultures cab be referred to the appropriate 
reference laboratory.   
Another situation which prompted the development of the training material as 
part  of  this  study,  occurred  during  the  early  period  of  the  outbreak  of 
injectional anthrax in the UK (2009–2010).  Front‐line laboratories were reluctant 
to process samples with the potential to contain B. anthracis (as described by Dr 
Tim Brooks in personal communications with the referring laboratories).  Even 
after discussion about  the appropriate handling of specimens with Dr Brooks, 
several  laboratories would not undertake  culture  for  routine pathogens  from 
specimens from PWID.   
In  these  situations,  all  the  clinical  samples were  sent  to  RIPL  to  rule  out  B. 
anthracis however, being a specialist  laboratory, RIPL was not  in a position  to 
appropriately identify common pathogens which, may also have requirements 
for  prompt  treatment.   Risk,  refers  to  the  possibility  of  harm  in  a  particular 
situation  and  one  individual’s  perception  of  risk  can  be  very  different  from 
another’s.   An  individual’s perception of risk  is determined by several factors, 
such  as  their  personality,  previous  experiences  of  similar  situations, 
behavioural,  attitudinal  and  situational  biases  (Cooper,  2003).   A  situational 
factor that can influence risk perception is the manner in which information is 
communicated.    The  data  generated  in  this  study  relating  to  the  biosafety 
investigations was designed  to provide  individuals with  information  for  them 
to  assess  the  actual  risks  in  contrast  to  potentially  fearful  perceptions  of  the 
risks and therefore alleviate the problems encountered during the outbreak. 
The mode  of  delivery  of  the  training material  developed  during  this  study, 
must  be  relevant  to  professional  education.    There  is  a  gap  between  what 
professionals  are  taught  (technical  rationality)  and  the  actual  competencies 
required  in everyday practice,  termed professional artistry, or  ‘knowing how’ 
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(Schon, 1987).   Professional practice encounters uncertainty, ambiguity and  is 
not as clear cut as academia.  Artistry, can be described as ‘the competences by 
which practitioners  actually handle  indeterminate  zones  of practice, however 
that  competence may  relate  to  technical  rationality’  Schon  (1987).   Therefore, 
training material produced as part of this study has been designed to be used in 
conjunction with  the delivery of practical courses at PHE Porton  to provide a 
blended  learning  approach.    The  blended  approach  has  been  advocated  by 
several  reports  evaluating  the  use  of  e‐learning  for  healthcare  professionals 
(Webb & Choi, 2013; Yeh et al., 2014) and this approach can  improve  learners’ 
professional knowledge, facilitate correct attitudes, and influence good practice 
(Yeh et al., 2014).   
The combination of technical rationality delivered  in an e‐learning format and 
the opportunity for discussions with others about experiences of real incidents 
and  the  study of HG3  cultures on  the practical  course,  is hoped  to provide a 
rounded  approach  to  the  delivery  of  professional  training  for  this  subject.  
Information gathered from front‐line laboratory staff who detected B. anthracis 
in blood cultures during the outbreak of injectional anthrax will be incorporated 
into  the  training material,  examples  include  digital  images  of Gram  stained 
slides  showing B.  anthracis  appearing more  similar  to Gram positive  cocci  in 
chains. 
Finally,  the  study  as  a whole,  considered  the  three  aspects  of  ‘the  process’, 
‘safety’ and ‘training’, which can be used as a model of best practice, in respect 
to  biosafety  because  it  incorporates  everything  which  is  needed  for  risk 
assessment.    Risk  assessment  is  the  backbone  to  working  safely  in  the 
laboratory and firstly involves the identification of hazards which may be made 
from previous experience and observation.  In addition, information is gathered 
from  sources  such  as  scientific  publications,  epidemiological  studies,  clinical 
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studies, organism characteristics, hazard groups and information on analogous 
organisms.  It is important to gather information about infectious dose, mode of 
transmission  (natural  and  laboratory),  persistence,  mortality  and  morbidity.  
Once hazards are identified and consideration to who may be harmed, we look 
to reduce the hazard by:  
- eliminating the hazard for a safer surrogate, 
- reduce the hazard in respect to volume and titre,  
- isolating the hazard by using engineering controls and practices, 
- control  the  exposure  by  determining  standard  procedures  and 
maintenance of equipment  
- use of personal protective equipment  
- discipline for standard and special laboratory practices  
After  identifying and  reducing  the hazard, knowledge  is used  to evaluate  the 
level of risk and decide on precautions or control measures which can be used 
to  mitigate  the  risk.    The  knowledge  of  the  proper  use  of  containment 
equipment  and  the  assurance  of  appropriate  disinfection  and  sterilisation 
methods validated for the purpose, not only ensures the safety of the laboratory 
worker but also anyone downstream of the process and the wider environment.   
The  risk  assessment  process  also  involves  communication  and  training,  by 
recording  the  findings and  implementing  them  into practice  in  the  laboratory.  
The  risk  assessment  is  then  managed  to  ensure  a  process  of  review  is 
undertaken  and  updated  if  and  when  changes  to  information,  equipment, 
material or procedures occur.  
The study incorporates all of the aspects of good risk assessment by; gathering 
the appropriate information in the introductory chapter, exploring the use of a 
method to safely prepare and process blood cultures simulated with B. anthracis 
within  the MSC  III  (Chapter Two),  identifying  the potential hazards  to  front‐
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STEP 1 ‘decide what training your organisation needs’ 
The Health  and  Safety  department  at  PHE  have  reviewed  incidence  of HG3 
cultures being handled at CL2 and there have been cases of B. pseudomallei and 
Brucella spp. being cultured from patient material at CL2.  There have also been 
cases where  enteric pathogens have been  sent  to  the  reference  laboratories at 
PHE, Colindale  for  identification  and  have  turned  out  to  be HG3  pathogens 
which were  handled  at CL2.    The Health  and  Safety  department  and  BASG 
have identified that HG3 awareness is vital to reduce potential future incidents 
where cultures are handled at the wrong containment level.   
STEP 2, ‘Decide your training priorities’  
To  comply  with  Health  and  Safety  requirements,  PHE  carries  out  specific 
training  for  staff  at  PHE  Porton, who  are  required  to  routinely  handle HG3 
bacteria for diagnostic or research purposes.  The training routinely offered is a 
high  priority  for  PHE.    There  is  also  a  duty  of  care  to  provide  appropriate 
training  for  laboratory workers elsewhere  in  the organisation, who may even 
infrequently handle HG3 bacteria as part of routine diagnostic work.   
This  is a priority,  in  this situation a  lack of  information and/or  training might 
result in serious harm (LAI with HG3 pathogen). 
STEP 3 ‘Choose your training methods and resources’  
The  choices  of  training method  and  resources  have  been  considered  and  the 
provision of hands on practical training in small groups, with instruction is the 
method  thought  to  be most  beneficial  to  scientific  staff  due  to  the  practical 
nature  of  their  jobs.   This practical  training will be used  in  conjunction with 
information delivery and discussion within a  ‘classroom/meeting room/lecture 
theatre’ setting prior to entering the training laboratory.   
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Finally,  a  computer‐based,  interactive  learning  format will  be developed  and 
used  to  access pre‐course  information  and  as  a  refresher  for  those who have 
attended the practical training. 
There were  several  resources  already  available which were  incorporated  into 
the overall training programme, these include: 
- Guidelines for Action in the Event of a Deliberate Release: Anthrax 
- Guidelines for Cutaneous and Inhalation anthrax (algorithms)  
- Guidance  for  Anthrax  in  heroin  users  (clinical  presentation  and  case 
definition, laboratory guidance and infection control precautions)  
- Information by Health Protection Scotland for anthrax in heroin users 
- E‐health  e‐learning  module  on  Anthrax  covering  the  management  of 
biological incidents. 
The guidelines  for action  in  the event of a deliberate release  (anthrax, plague, 
melioidosis and glanders, tularemia and brucellosis) are currently available via 
the PHE website. 
The E‐health module covers the management of biological incidents for anthrax 
(plague  is also available) and has been developed  for a wider healthcare and 
emergency response audience, these would be useful to provide an interactive 
overview of  anthrax  as  a disease  and  its management, prior  to  attending  the 
practical course.  
STEP 5 ‘Check that the training has worked’  
To evaluate  the developed  training material, delegates on  the HG3 awareness 
course have provided  feedback on  the pre‐course  information module which 
will  be  used  to  decide  whether  improvements  need  to  be  made  and  if  the 
material  is  fit  for purpose. Feedback  for  the Anthrax refresher module will be 
  
207 
 
gathered  from  laboratory  staff  with  experience  of  anthrax  cases  during  the 
outbreak, once this module has been released.   
Front‐line  PHE  staff  from  across  the  specialist  microbiology  services  (SMS) 
network  (consisting  of  eight  public  health  (PHL)  and  five  food  water  and 
environmental  (FWE)  laboratories  operating  across  England) were  invited  to 
attend  the  training and NHS  laboratories  from across England.   Twenty eight 
laboratory  staff  from  PHE  reference  and  front‐line  laboratories  and  NHS 
laboratories  from  across England  and Wales  attended  the  training  courses  in 
June 2014 (Appendix 5.3).  The associated e‐learning material developed in this 
study  for  pre‐course  information  was  available  to  all  PHE  and  NHS  staff 
attending the course via the  internet.   The usage of the modules was recorded 
by a learning management system and this will continue gathering information 
in  the  future.    PHE  Health  and  Safety  department  collects  information  on 
incidents and accidents  from across  the organisation which would be used  to 
examine  the  incidents  versus  number  of  staff  or  laboratories  attending  the 
course. The numbers of cases of HG3 bacteria being handled at CL2 is low each 
year.   Every Health  and  Safety  and quality  incident  or near miss  is  reported 
within PHE using an information governance system (IGI). These reports state 
how many  people were  potentially  exposed  and  how  effective  the  response 
mounted was.  Therefore the impact of the course and refresher module may be 
seen through studies of these reports. 
An evaluation  study would be needed  to  fully explore  the  long  term benefits 
from  the  HG3  awareness  course  and  the  associated  e‐learning  material 
produced as part of this study.   Evaluations of e‐learning as a training tool for 
healthcare  staff  has  been  reported  to  be  an  effective  and  economically 
convenient means to support educational interventions but not appropriate for 
all  educational  needs  (Mazzoleni, Maugeri,  Rognoni,  Cantoni,  and  Imbriani, 
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objectives  should  then  enable  the  choice  of  the  most  appropriate  content, 
however, consideration must be made  to minimise  the  risk of overload.   This 
can be achieved by breaking up  the content  into shorter modules, making  the 
most  of  appropriate  media  for  delivery,  supplementing  the  e‐learning  with 
activities away from the computer relating to on the job practices, coaching and 
discussion  forums.    The  simple  rules  for  design,  outlined  in  the  ’60 minute 
masters’ project includes the need to engage with the learner, to put ideas into 
context and encourage  the  learner  to work with  the  ideas.    If a  learner  is not 
engaged,  then  little  learning  will  take  place,  by  emotionally  engaging  the 
learner with  the  topic  the audience  is more  likely  to be attentive, excited and 
curious.   
The ideas should be put into context so the learner can see the relevance to their 
work situation and  the use of demonstrations, examples, cases and stories are 
all good ways to achieve this.  By delivering the ideas in relevant ways it is then 
possible to encourage the learner to work with the ideas by using meaningful, 
challenging  interactions.   Interactions can not only provide an opportunity for 
practice, build on prior knowledge and  judge progress, but maintain attention 
and aid retention.   
Finally  it  should be  considered what  the  learner does after  completing  the  e‐
learning material, by pointing  the  learner  towards  the next step or action will 
reinforce  the  relevance  to  the  learner  of why  they  have  just  undertaken  the 
activity. 
5.2.4.1 Methods 
To  supplement  the practical  training provided by NADP  training  for applied 
microbiology and biosafety courses, e‐learning was an avenue being explored 
to cover the use of MSC I.   The initial draft modules were developed in‐house 
  
with  con
software 
replaced 
and auth
content.   
provided
learning m
Three mo
the  conte
course m
for the an
interactiv
provided
 
 5.2.5
The Artic
Albans, H
course  an
import  co
and  the 
published
5.1 or Mo
devices u
tent  from
Moodle (l
with Artic
oring tool,
Attendan
 the basic 
aterial u
dules wer
nt,  design
odule, sec
thrax‐ blo
ity a brief
.   
 Artic
ulate Stor
ertfordsh
d  one  da
ntent  from
layout  an
 e‐learnin
bile Safari
sing Appl
  subject  m
icence free
ulate Stor
 which pr
ce  of  a  tra
skills and 
sing Storyl
e develop
  and  inte
tion 5.2.7 
od culture
 descriptio
ulate S
yline softw
ire)  and p
y  Instruct
 Microso
d  format 
g material
 on Apple
e iOS.  
2
atter  exp
 e‐learnin
yline  (Art
ovided m
ining  cou
knowledg
ine.   
ed using 
ractivity  i
for the ant
s module
n of  the 
torylin
are was p
rovided  a
ional  desi
ft PowerP
of  the  so
 can be ea
 iOS 5.0 or
11 
erts  and 
g platform
iculate Gl
ore functio
rse  for  au
e for NAD
Storyline  f
s  provided
hrax refre
. To under
terms use
e softw
rovided b
  certified
gn  course
oint  for  c
ftware  is
sily viewe
 later on iP
then  put 
).   This pr
obal,  Inc.) 
nality and
thoring  a
P training
or  this stu
  in  sectio
sher modu
stand the 
d  to devel
are an
y Omniple
Articulate
.    The  Sto
ontent  alr
  very  intu
d with Go
ad/iPhone
into  the 
ogramme
e‐learning
 interactiv
nd  conten
 staff to p
dy, an ov
n  5.2.6  fo
le and se
content, d
op  the e‐l
d term
x Ltd (UK
  three da
ryline  sof
eady  in  th
itive  to 
ogle Chro
 and also 
 
e‐learning
 was later
 software
ity of the
t delivery
roduce e‐
erview of
r  the  pre‐
ction 5.2.8
esign and
earning  is
s 
 office, St
y  training
tware  can
is  format
use.    The
me, Safari
on mobile
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
212 
 
The interactivity is built by the developer using a combination of the following 
features: 
Slide  layers  ‐ allows overlaying of objects, and  learners can make an action  to 
trigger content to appear. 
Triggers  –  are  assigned  to  objects,  base  layers  and  slide  layers  to  allow  the 
learner to make things happen.  Triggers can be combined to create increasingly 
complex interactions. 
States – are assigned to objects and allow them to react to a learners action, such 
as  changing  the  colour  of  a  button  to  show  it  has  already  been  clicked,  or 
expression on a characters face when something is wrong. 
Convert to free form – Turn an object such a picture  into  interactive questions 
or activities such as drag and drop.  
Variables – Variables can capture  information about the choices learners make 
and can be used to present dynamic content depending on the learner’s activity. 
Markers – Markers can be placed anywhere and can be used as pop‐up labels or 
contain information which is revealed when the learner hovers over them.   
Lightboxes – Can be used to present content by appearing over the slide when 
the user clicks a button or object and then closed to remain on the same slide. 
Data entry – Allows you to capture information from the learner which can be 
used later such as a name for the module certificate. 
Question banks and quizzes – A question bank can be created using different 
types of questions.  
Hotspots  – Allows  you  to make  an  object  such  as  a  picture  clickable  so  the 
learner can choose an option to then trigger and interaction or response. 
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Objectives:  To aid delegates understanding of: 
‐  the  CL3  training  laboratory  and  the  associated  code  of  practice  and  risk 
assessments 
‐  the practices  and procedures we use  in  the CL3  training  laboratory, which 
may be different to those in their own laboratory 
‐ why we have asked delegates to complete the documentation associated with 
the course 
Specific learning objectives:  
On completion of the module the learner should be able to: 
- Recall the order of importance for preventative measures used to prevent 
laboratory acquired infection 
- Recall  the most  likely  incident which may  occur whilst working  in  a 
MSC III 
- Recall  the  pathogens which  fall  under  the  specified  animal  pathogens 
order 
- Identify the emergency exit in the training laboratory 
- Recognise the emergency situations and appropriate responses  
The module  is hoped  to  replace  the necessity  to  cover  this  information when 
delegates arrive on  the course, using  the  time saved  to dedicate more  time  to 
discussing  the bacteria.   A  session  is provided  to  concentrate on  the practical 
skills  required  for working  in a MSC  III which  they  can  experience  in a CL2 
laboratory before entering the CL3 laboratory.   
The structure of the module was developed using the content of the PowerPoint 
presentation previously delivered to delegates attending the course.   
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The  subject areas  represent  the  six module  sections on  the main menu  screen 
(Figure 5‐2, a).  The sections cover Biosafety principles, laboratory practices, the 
training CL3 laboratory, microbiological safety cabinets, emergency procedures 
and documentation.  Each section highlights the main points delegates need to 
know before attending the course, from the safety measures we use to prevent 
laboratory  exposure  to  the  laboratory  discipline  we  expect  from  them.  
Information  is  sourced  from  the  laboratory  code  of  practice  and  the  lecture 
based  session  which  was  used  before  the  module  had  been  developed.   
Following  the  last section,  there  is a summary slide before  the end of module 
quiz, used  to  test whether  the delegates have understood  the main  important 
safety information. 
The  module  was  designed  to  gather  information  on  the  slides  visited  in  a 
section using variables, these are used to restrict the delivery of content by only 
allowing  the delegate  to have access  to  the next  section, when all  the  content 
has been viewed in the current section.   
In  the  first section,  the subject matter contains a  lot of  text  for  the delegate  to 
read  so  subsequent  sections were  designed  to  have  as  little  text  as  possible.  
Some of the  interactions  incorporated  into the module  include picture triggers 
to reveal  information, a hotspot  for  learners  to  identify  the emergency exit on 
the laboratory picture and the PPE used in the laboratory, a video to show the 
airflow in a MSC I and a quiz bank to conclude the module.  By providing the e‐
learning module prior to the course, results of the e‐learning quiz can be used to 
discuss the responses to the quiz, check understanding of the main safety points 
and  answer  any  questions  about  the  practices  and  procedures  used  in  the 
training CL3 laboratory.      
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A  story view of  the module  can be  seen  in Figure  5‐1  and  example  slides  in 
Figure 5‐2.  Documents have been incorporated into the resources section, these 
include pdf copies of  the  laboratory code of practice and  the risk assessments 
associated with the course.   
The  pre‐course  information  module  was  designed  to  take  delegates 
approximately 30 minutes to complete however, the module is flexible to allow 
delegates  the option  to continue  the module  from where  they had  reached,  if 
they cannot view the entire module in any one session.    
The  pre‐course  information  module  was  manually  uploaded  to  a  learning 
management  system  (LMS)  provided  by Omniplex  and  controlled  locally  by 
NADP training.  The LMS allows control of access and can be used to generate 
reports for the e‐learning modules such as how long individuals spent viewing 
a module. 
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To  enable  delegates  to  view modules,  their  email  address  is  loaded  into  the 
LMS  to  create an account and an automatic  invitation  is  sent  to  them  to gain 
access and invite  individuals to view modules they have been given access to.  
An important part of the LMS functionality provides reports of an individual’s 
progression  and  the  answers  they  have  provided  in  the  quiz. Other  reports 
allow the gathering of information about all the people with access to a module, 
such as how long they spent viewing the material and how much of the module 
has been completed.   
 
 
Figure 5-1   Story view of HG3 pre-course information module. 
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a) menu screen, b) MSC functions including a video clip, c) interaction to locate the 
emergency exit using the plan on a previous screen and d) the emergency response to 
a loss of power with the MSC I. 
The module was first used by delegates attending the June 2014 HG3 awareness 
courses  and  delegates were  asked  to  provide  feedback  using  the  evaluation 
form detailed in Appendix 5.1.   The format of the evaluation form is one used 
by E‐Health for all of their e‐learning modules and is actually incorporated into 
their  modules,  to  allow  individuals  to  fill  out  on‐line  upon  completing  a 
module. 
 
Figure 5-2  Screen shots of HG3 pre-course information module. 
a b 
c d 
  
 5.2.7
The audie
serve  two
time) reso
to enable
CPD.   Th
about  blo
reflect the
have a di
audience
of  data  t
actions w
Aim:   
To ensur
arriving o
potential 
Specific le
On comp
- Ide
su
- Ide
- Ide
- M
ev
Ant
nce for th
 purpose
urce in th
 staff to un
e audienc
od  cultur
 ability of
rect respo
 are actual
o  make  r
ill vary de
e staff kno
n  the ope
B. anthraci
arning ob
letion of th
ntify  the
spected to
ntify who
ntify the c
ake a reas
ent of a blo
hrax –
is module
s; one wh
e event of
dertake le
e was det
es  and  ri
 learners t
nsibility  f
ly practiti
easoned  ju
pending o
w exactly
n bench a
s cultures.
jectives: 
e module
  hazards
 contain B.
 may be a
orrect con
oned  judg
od cultur
2
Blood 
 are front‐
ere  there 
 a suspect
arning for
ermined  t
sk  assessm
o recall an
or perform
oners  is re
dgement
n their lev
 what  to 
nd  to ens
 
 the learne
  associate
 anthracis.
t risk of po
trol measu
ment  for  t
e being pr
19 
culture
line labora
is  an  imm
ed anthra
 future situ
o have a b
ent  but 
d recognis
ing risk a
flected  in
s  and  the
el of expe
do  in  the 
ure staff  f
r should b
d  with 
tential exp
res for sa
he risk of
ocessed on
s mod
tory staff 
ediate nee
x case occu
ations (ju
asic  level 
learning  o
e hazards
ssessment
  learning o
  outcome 
rience.  
event of a
eel confid
e able to: 
processing
osure 
fely handl
exposure 
 the open 
ule 
and it is d
d  to know
rring and
st‐in‐case)
of prior k
bjectives 
, in case th
s.   The  fa
bjective f
of  the  po
 B. anthra
ent  to safe
  a  bloo
ing B.anthr
to B.anthr
bench. 
 
esigned to
  (just‐in‐
 secondly
 as part of
nowledge
chosen  to
ey do not
ct  that  the
or the use
st  course
cis culture
ly handle
d  culture
acis 
acis  in  the
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
- Re
rem
- Re
- Ide
- Ide
sam
The  mod
generated
learners 
injectiona
situations
Some of 
to reveal 
to  show
incorpora
Documen
pdf copie
anthrax.  
personal 
how conf
up on the
   5.2.8
The  exis
Response
content w
call  the 
ove B. an
call the co
ntify the c
ntify  the 
ples and
ule  conte
  during  t
are  emotio
l  anthrax
 are given
the  interac
informatio
  the  aer
ted  throu
ts have be
s of the gu
The modu
responsibi
ident they
 open ben
Anthra
ting  E‐He
 Departm
as develo
appropria
thracis spo
rrect waste
orrect refe
correct  tra
 isolates. 
nt  has  b
his  study
nally  eng
  cases  in 
 where po
tions  inco
n, hotspo
osol  sam
ghout  th
en  incorp
idance do
le ends w
lities for r
 would be
ch, on a Fr
x refre
alth  Anth
ent  (ERD)
ped using
2
te  disinfe
res  
 stream fo
rral labor
nsportatio
een  gath
.    The  de
aged by  t
the  UK. 
ssible to m
rporated  i
ts for lear
pling  exp
e  module
orated  int
cuments c
ith the lea
isk assessm
 in respon
iday aftern
sher m
rax  modu
 and  is av
  subject m
20 
ction  for 
r all mate
atory for s
n  require
ered  from
sign  of  th
he openin
  During 
ake the c
nto the m
ners to ide
eriments 
  rather  th
o  the reso
reated dur
rner havin
ent, supe
ding to a 
oon.   
odule
le  was  d
ailable  to 
atter exp
surface  d
rial contain
uspected B
ments  for 
  various 
e module 
g  slide  set
the  story
ontent rele
odule  incl
ntify colo
and  que
an  an  en
urces sect
ing the ou
g the actio
rvision of
culture of
 
eveloped 
all PHE a
erts and  c
econtami
ing B. ant
. anthracis
referring 
sources 
is  story  b
ting  the  s
,  example
vant and 
ude pictur
ny picture
stions  h
d  of  mo
ion, which
tbreak of 
n to refle
 untrained
 B. anthrac
by  the  E
nd NHS 
overs  the 
 
nation  to
hracis 
 
suspected
and  data
ased  and
cene with
s  of  real
engaging.
e triggers
s, a video
ave  been
dule  test.
  included
injectional
ct on their
 staff and
is turning
mergency
staff.   The
following
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
221 
 
areas;  introduction  to  the  organism,  disease  characteristics,  testing  and 
diagnosis, management after diagnosis, public health measures and an anthrax 
scenario.   
The HG3 awareness ‘Anthrax’ refresher e‐learning module produced as part of 
this study, was therefore developed with a more narrow audience in mind and 
specifically those who have attended the HG3 awareness practical course.  The 
audience  is  therefore  identified  as  experienced  laboratory workers who  have 
previously handled cultures of B. anthracis and have a basic level of knowledge 
of  the  bacteria  and  disease.    The  learning  objectives  therefore  reflect  a 
progression  from  novice  to  practitioner  with  a  few  objectives  to  recall 
information  from  the HG3  awareness  course  and  the majority  requiring  the 
learner  to apply, demonstrate and review. The content has been developed  to 
be more relevant to the identification of B. anthracis in the laboratory, the range 
of  clinical  presentations  and  likely  clinical  sample  types.    The  module  has 
elements  of  demonstration  in  the  form  of  videos  and  examples  but  not 
structured with a story compared to the Anthrax – blood culture module.   On 
completion of the module learners are similarly asked to undertake an action to 
reflect,  in  this case on  their confidence  to  identify cultures, clinical details and 
respond to a suspected culture.   
Aim:   
To ensure staff are able to identify suspected cultures of B. anthracis and aware 
of  the  clinical  symptoms  for different presentations  of  anthrax,  likely  sample 
types  and  the  different  circumstances  in  which  patients  may  have  been 
exposed.   
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The hands on practical HG3 awareness  course provided  experiential  learning 
opportunities  for  staff  to  study bacterial  cultures which  are not often  seen  in 
front‐line laboratories.   
There was also an opportunity  for  those attending  to discuss situations where 
cultures have been handled  on  the  open bench  and what  can  be  learnt  from 
incidents  that  have  occurred  across  the  country.    Attendance  of  the  HG3 
awareness  course  should promote opportunities  to open discussions between 
front‐line  laboratories and between  front‐line  laboratories and experts at PHE.  
The following Anthrax refresher e‐learning module can be completed at a later 
date as part of maintaining knowledge, CPD and self‐directed learning.   
 
Figure 5-3  Training strategy, describes the blending of existing courses e-learning 
(blue) and practical course (red) with the e-learning modules developed as part of 
the study (green). 
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The  actual  time  to  create  this  module  was  not  recorded  but  it  was 
approximately  25  hours  for  a  30  minute  module  because  the  structure was 
simple  and  the  content  readily  available  from  two  sources  one  being  a 
PowerPoint containing most of the information which was easily imported into 
the authoring software and the video was also from existing material. 
The feedback received from delegates attending the June 2014 HG3 awareness 
course are very positive with 81.48 % of delegates rating the module excellent 
for meeting the objectives and 88.89 % rating it excellent for how interesting the 
material was presented.  The general consensus when asked on the course was 
that  this method  of  delivering  information was much more  interesting  than 
reading the code of practice and risk assessments alone.  A full summary of the 
evaluation  is presented  in Appendix 5.1.   Some delegates had problems with 
gaining  access  to  the  quiz  and  the  navigation  of  the  drag  and  drop  quiz 
questions.   
Access  to  the  quiz was  only  permitted  by  the  use  of  variables  to  determine 
whether the learner had viewed every slide.   Delegates reporting this problem 
prior to attending the course were directed to make sure every slide had been 
viewed and most were  then able  to access  the quiz.   The variables controlling 
access  have  been  altered,  however  this  does  mean  not  every  slide  may  be 
viewed  before  accessing  the  quiz.   A  slight  alteration  to  the  quiz  questions 
which involve drag and drop interactions is hoped to make these slides clearer 
regarding what the learner needs to do, to answer the questions.   
The LMS reports of module usage and quiz scores is given in Appendix 5.2 and 
overall most  learners  scored over  70%.   The questions which were  answered 
incorrectly were ones which were more related  to recalling  information rather 
than ones which would be of concern for attending the course.   
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A question which was answered  incorrectly by  several delegates was  that on 
ordering the importance of different control measure used to prevent laboratory 
acquired  infection.   On  the day  of  the  course  this  question was discussed  to 
check  understanding  of  the  principle  that  we  put  emphasis  onto  control  at 
source with practices and engineering controls  rather  than PPE which several 
people  offered  as  an  answer.    The  discussion  of  the  quiz  responses  on  the 
course were  not  directed  at  any  one  individual  but  discussed  as  a whole  to 
prevent anyone feeling uncomfortable.   
The Anthrax refresher material would also be categorised as a basic,  level 1 e‐
learning module, the structure was simple and the content was gathered from a 
variety of  sources. The videos were  filmed using a digital  camera  in  the CL3 
training laboratory from within the MSC III.  A colleague assisted in filming of 
the video to show colony texture but the other video was filmed with one hand 
which was  awkward,  a  tripod will  be  used  for  future  filming!    There  is  no 
estimation  for  how  long  it  took  to  create  but  it was designed  in  stages  over 
several  months  and  was  originally  structured  for  different  levels  of  users 
depending on role within  the  laboratory.   This original structure  involved  the 
complex  use  of  variables which  had  the  potential  to  not work  correctly  if  a 
single  mistake  occurred  in  one  variable  so  this  was  later  removed  and 
simplified to a single level of learner.            
The Anthrax‐ blood culture material was categorised as an interactive, level 2 e‐
learning module  because  it  contained  the  level  1  content  and  25%  or more 
interactive exercises with  the  liberal use of multimedia.   This  type of material 
takes a minimum of 127 hours for a one hour module, an average of 187 hours 
and maximum of 267 hours  (Chapman, 2010).   The story  structure was much 
more  complex  than  the  pre‐course  information module  and  the  content was 
drawn  from multiple  sources,  there  is  no  estimation  for  how  long  it  took  to 
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create but it was designed in stages over several months.  The video was made 
during  the  biosafety  experiments  in  a CL2  laboratory using  a digital  camera 
which didn’t take too long.  
The Anthrax refresher module will be distributed to delegates who attended the 
HG3 awareness course a year previously; November 2013 delegates will be the 
first  to  provide  feedback  on  the  refresher module  in November  2014.    Their 
comments will inform any alterations needing to be made before who attended 
June 2014 undertake the refresher module in June 15.  The LMS will be used to 
collect data on the time spent and break down of question responses collected 
for the pre‐course information module.  The Anthrax‐blood cultures e‐learning 
module will be distributed to  laboratories that experienced cases of  injectional 
anthrax during the outbreak for first review, because they would be best placed 
to provide feedback to the relevance of the module having experienced anthrax 
first hand.   The  feedback and  information gathered using  the LMS will again 
inform alterations  to  the module content and structure.   The success of  the e‐
learning  developed  as  an  outcome  of  this  study  will  also  inform  the 
development of modules for other HG3 bacteria, with a priority for Brucella spp. 
and Burkholderia pseudomallei which have both been handled on the open bench 
on more occasions than the other bacteria.   
Blood culture data can also be gathered for these bacteria and further work to 
examine  aerosol  and  contamination will be of particular  relevance  to Brucella 
spp. which has a very low infectious dose.   
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Competence is an ability to perform and a combination of knowledge, skills and 
experience.   Assessment  of  competence  to  identify  B.  anthracis  cultures  in  a 
front‐line  laboratory  setting  is  not  appropriate.   Training  can  be provided  to 
raise awareness and provide experiential  learning by handling cultures  in  the 
safe environment of  the CL3  training  laboratory at PHE Porton.   The blended 
learning  approach  proposed  in  the  training  strategy  is  designed  to  equip 
laboratory staff with the knowledge and experience to safely handle and swiftly 
move  suspected  B.  anthracis  into  the  CL3  laboratory.    The  HG3  pre‐course 
information  e‐learning  module  has  been  tested  with  course  delegates  and 
determined to be fit for purpose following a few alterations made on the basis 
of feedback.  The other anthrax modules will be assessed once distributed to the 
appropriate audiences.     
Introductory, refresher and advanced training courses are regularly run with a 
blend of  theory and practical  sessions delivered  from  the  training  facilities at 
PHE, Porton.   These courses allow delegates  the benefit of gaining up  to date 
information from experts in the field, hands on training with the guidance of an 
experienced trainer, as well as an opportunity to meet and network with other 
delegates and share experiences.   The development and delivery of computer 
based, e‐learning material by subject matter experts, can be used to supplement 
the  existing  practical  based  courses  by  providing  an  interesting  method  of 
delivering  information  and  interactivity  to  encourage  and  create  learning 
opportunities.   
Information  is  not  the  only  type  of  content  which  can  be  delivered  by  e‐
learning.   Modules  can be designed  to  engage with  learners by  testing  softer 
skills  such  as  dealing  with  situations  and  scenarios  where  decision  making 
results in multiple possible outcomes from which to learn.   
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The  flexibility  and  functionality of  the Articulate Storyline  software  therefore 
allows  e‐learning  modules  to  be  developed  for  different  audiences.    By 
engaging with  learners of different  levels  (novice, practitioner and expert)  the 
content, structure and delivery can be tailored to factor in their differences.   
Online materials with interactive content can therefore provide an effective and 
efficient way to deliver self‐directed learning but the learners may feel isolated 
if there is no means of feedback or follow on.       
The  objective  of  the  study  to  produce  training  material  was  to  use  and 
disseminate  the  outcomes  from  the  other  study  aspects  of  the  ‘process’  and 
‘safety’.  The ‘training’ aspect has successfully incorporated the data generated 
from  the  biosafety  investigations  resulting  from  the  safety  concerns  arising 
from processing a blood culture suspected  to contain B. anthracis on  the open 
bench, into the e‐learning module ‘Anthrax – Blood cultures’.  The information 
generated about  the  time  to positive detection and concentration of  inoculum 
requires  further  work  to  produce  calibration  data  which  could  inform 
laboratories  to  the  likely  load  of  bacteria  in  the  blood  during  anthrax 
bacteraemia.  The beauty of e‐learning material is that it can be quickly updated 
to incorporate new information, therefore this information can be added when 
available.  The use of serum separator tubes to reduce turnaround times for the 
confirmation of B. anthracis in blood cultures requires pilot testing within RIPL 
before incorporation into routine use.  The recommendation of this sample type 
to  front‐line  laboratories  was  therefore  not  incorporated  into  the  training 
material.     
The  simple, method  to  concentrate and wash bacteria  for use with molecular 
assays  and  to  perform  antimicrobial  susceptibility  testing  is  at  present  still 
attractive for many other more common bacteria.   
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There  will  always  be  a  need  to  reduce  the  time  to  identify  and  provide 
susceptibility results for cases of bacteraemia and until there  is replacement of 
the blood  culture as a  sample  type by  some other new  technology  then  such 
methods will be of use.  Not everywhere uses automated blood culture systems 
and  or  molecular  detection  and  in  many  developing  countries  the  use  of 
manual blood cultures with  rapid  lateral  flow devices  for common pathogens 
would be more suitable and beneficial in the treatment of bacteraemia. 
In conclusion, the study has explored a variety of areas surrounding B. anthracis 
in  blood  cultures,  as  a  whole  it  provided  an  example  of  best  practice  for 
biosafety  and  risk  assessment  and  the  use  of  e‐learning  has  the  potential  to 
disseminate the findings.  The audience for the e‐learning material produced in 
this study is potentially far wider than just front‐line laboratory staff in the UK.  
With access via the internet, anyone with a connection and access could use the 
material.   The e‐learning modules have also been designed to work on mobile 
device  technology  allowing  access  on  mobile  phones  and  tablets.    Even  in 
remote  locations where  internet access  is not available, material can be stored 
on a memory stick or CD‐ROM.   
Ultimately,  knowledge  can  enable people  to make  informed  judgements  and 
those made about safety can help prevent both  laboratory acquired  infections 
and  individuals  from  generating  fearful  perceptions  of  risk.    Together,  these 
provide laboratory workers with a safe environment in which to work and the 
confidence  to  undertake  their  work  safely.    Of  the  many  laboratory 
investigations  that  are  undertaken,  blood  cultures  provide  a  simple  tool  to 
detect bacterial invasion of the blood, being one of the most important sequelae 
of bacterial infection.  The timely identification and antimicrobial susceptibility 
testing of blood cultures can save lives and by reducing the time this takes will 
not only save money but hopefully more lives.    
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Further  work  to  eliminate  these  factors  could  provide  data  to  generate  a 
calibration curve.  This would provide a more reliable estimate of the bacterial 
concentration  in  anthrax  patients,  although  the  clinical  significance  of  this  is 
unknown. 
Presumptive  identification  methods  were  successfully  performed  on  direct 
positive B. anthracis blood culture  fluid using  the Biofilm Biothreat panel and 
microscopic examination for the presence of capsule.  Of the two methods, the 
Biofilm  array  could  detect  specific  B.  anthracis  nucleic  acid  targets  in 
approximately one hour.  In contrast, the phenotypic M’Fadyean reaction could 
be performed within a  few minutes, but  is open  to human  interpretation and 
quality  of  stain.    The  presence  of  capsule  would  support  the  presumptive 
identification alongside Gram microscopy in front‐line laboratories.  To choose 
between  the  two  methods  laboratories  would  have  to  consider  the  balance 
between  cost  and  confidence  in  results.   The  rapid  immuno‐chromatographic 
test  could  not  be  used  for  directly  testing  blood  cultures  and  its  use would 
require  overnight  incubation  of  cultures.    Turnaround  times  would  not  be 
reduced with  this method however  it may appeal  to  front‐line  laboratories  to 
assist with the presumptive identification of this typically rare cause of infection 
in  the UK.    The method  has  been  used  during  the  practical HG3  awareness 
course  to  provide  delegates with  results  for  correctly  identifying  B.  anthracis 
from mixed  bacteria  cultures.    In  this  setting,  delegates  commented  that  the 
simple  rapid  test provided  additional  confidence  for  their  ability  to  correctly 
isolate B. anthracis colonies in the future.  
The SST protocol used  in  this study was successful  in providing concentrated 
washed, bacteria.  This sample could be used for both inactivation for molecular 
identification methods and setting up phenotypic confirmatory tests, providing 
correct results 24 hours earlier than current procedures.   
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The SST method also provided material suitable for molecular identification of 
B.  anthracis  in  polymicrobial  blood  cultures  and  suitable  cultures  to  perform 
phenotypic  confirmatory  tests.    Molecular  identification  was  also  achieved 
following inactivation of direct blood culture fluid using the method to prepare 
thermolysates.   This simple, quick method has huge potential for use  in front‐
line laboratories to perform molecular identification of more common causes of 
bacteraemia from blood cultures.  
Discussion  with  the  network  of  European  laboratories  involved  in  the 
QUANDHIP  project  has  indicated  that most  do  not  receive  clinical  samples 
directly  from  front‐line  laboratories.    The  European  national  reference 
laboratories  receive  bacterial  isolates  as  a  typical  sample  type  for  the 
identification of B. anthracis and other HG3 bacteria.   This was also the case in 
the  UK  until  the  outbreak  of  injectional  anthrax,  when  a  range  of  clinical 
samples were received and in large numbers.  The national reference laboratory 
at PHE Porton is now prepared for such an event occurring again in the future.  
The  addition of positive blood  culture  fluid delivered  in SST  alongside other 
clinical samples would provide the gold standard culture confirmation 24 hours 
earlier  if  implemented.   There  is also the potential  to use SST processed blood 
cultures for rapid antimicrobial susceptibility testing using off‐the‐shelf micro‐
broth dilution plates and end point detection using PCR.  Further work, would 
aim to establish the use of these methods into the B. anthracis diagnostic service 
at PHE Porton.   Several guidance documents  for anthrax already  exist which 
are  available  via  the  PHE website  and were  identified  in  section  5.2.2.    The 
documents provide  guidelines  for  action  in  the  event  of  a deliberate  release, 
algorithms for cutaneous and inhalational anthrax and clinical presentation and 
case  definition,  laboratory  guidance  and  infection  control  precautions  for 
injectional anthrax.  Further work would look to update these documents which 
are aimed specifically for front‐line laboratory use.    
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The bacterium B. anthracis was the focus of this study and future work should 
be  conducted with  other HG3  bacteria which  feature  on  the HG3  awareness 
course.   This study  therefore provides a  template  to  investigate  the aspects of 
the  ‘process’  involved with  the  detection,  identification  and  confirmation  of 
other  HG3  bacteria.      The  aspect  of  ‘safety’  should  be  explored  further  to 
include  considerations  for  highly  pathogenic  bacteria  with  extremely  low 
infectious doses such as Brucella spp. and F. tularensis.   
Finally,  the  outcomes  for  other  HG3  bacteria  should  be  incorporated  into 
existing  guidance  documents  and  used  to  develop  supplementary  training 
material such as e‐learning.   It  is hoped  this study and  future work, results  in 
meaningful  change  to  the  safety  and  confidence  of  front‐line  laboratory  staff 
and significant contributions to patient outcomes.  
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Chapter 7 Reflection 
This  final  chapter  looks  reflectively  on  the  learning  undertaken  during  my 
studies  that  have  enabled me  to  plan,  conduct  and  report my  findings  and 
ultimately  put  the  final  full  stop  at  the  end  of  this  thesis.    Reflection  was 
introduced  as  part  of my  training  as  a  biomedical  scientist,  as  an  activity  to 
learn  from  experiences.   Unfortunately,  it was not until  I  completed  the  first 
part of the professional doctorate that I actually understood why reflection was 
an important activity for professionals or even how to actually critically reflect.  
I  have  used what  I  have  learnt  about  the  reflective  process  and  the  Gibb’s 
reflective cycle (Gibbs, 1988) is a model that I have used for critical reflections.  I 
have  incorporated my  skills  in  reflective  processes  into my  daily work  as  a 
microbiology  trainer at PHE Porton.   For  the past  two years, we have held a 
trainee BMS day at PHE Porton for students undertaking biomedical sciences at 
university who have  a placement year within PHE  laboratories  at our  site  in 
Colindale.  As part of their day at Porton, I deliver a session on critical reflection 
based  on  a  presentation  I  delivered  in  2011  for  the HPA  annual  conference 
within  the  training  session.    The  purpose  of  the  session  is  to  share  my 
experiences  of  reflection  to  enable  them  to  understand  why  and  how  to 
undertake  critical  reflections.    Reflections  form  part  of  the  evidence  for 
inclusion in their training portfolios and I hope they see that reflection is useful 
for  their  personal  development  and  not  a worthless  paper  pushing  activity, 
which was my  view  of  reflection when  I was  a  trainee,  due  to my  lack  of 
understanding of the process.   
To  further  spread  the message  that  biomedical  scientists  can  do more  than 
reflection  ‘in action’ I have also authored a poster which was presented at  the 
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reference  laboratory  at  Porton was  so  specialised,  it would  not  cover  all  the 
areas needed.  Lengthy secondments to a local laboratory were not possible.    
The  professional  doctorate  was  listed  on  the  IBMS  route  of  professional 
progression and  I  found out  someone else at Porton had previously attended 
the  one  offered  at  the  University  of  Portsmouth.    That  person  was  Allen 
Roberts, at the time the general project manager for the research department I 
was working  in,  so  it  all  became  possible  and Allen would  go  on  to  be my 
project  supervisor,  confidant  and  life  mentor.    At  the  time  of  starting  the 
programme I do not  think I appreciated  just how much work the Professional 
Doctorate entailed and having spoken  to other part  time academic students at 
Porton, the part time option was more demanding than a full time PhD in many 
aspects. 
During  the  taught  aspect  of  the  professional  doctorate  programme  I  had  an 
initial  project  idea  related  to my  research  position,  conducting  antimicrobial 
susceptibility  testing  for HG3  bacteria.   Within  the  group, molecular  assays 
were  being  explored  to  enable  rapid  susceptibility  determination  with  the 
micro‐broth  dilution MIC  technique.    I  thought  this  rapid method  could  be 
useful in aiding prompt, appropriate treatment of HG3 bacterial infections and 
therefore benefit patients and have a professional outcome.  This initial project 
idea was abandoned, when I changed position within HPA Porton and became 
a senior BMS  in the Special Pathogens Reference Unit (SPRU) which was  later 
renamed RIPL.  After changing position I was worried about developing a new 
study idea and more importantly whether I would actually be able to complete 
a study whilst working in a busy, understaffed specialist diagnostic laboratory.  
Another professional  concern was my  lack of virology knowledge,  skills  and 
experience  for working  in  the  SPRU which  predominately  handled  virology 
diagnostics.   
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The question was how I was going to cope with learning all that was new in my 
new  role whilst completing my doctorate.   Two major events occurred which 
influenced what  happened  next,  the  first was  being  given  responsibility  for 
leading SPRU’s involvement with a European project for the quality assurance 
for highly pathogenic bacteria  (EQADeBa) and  the UK outbreak of  injectional 
anthrax.  Both involved HG3 bacteria which I was familiar with, so building on 
my previous knowledge, skills and experience  therefore making me  feel more 
confident in my capabilities.   
I  may  have  felt  more  confident  but  these  two  experiences  were  extremely 
challenging and not easy going with  the pressures of  the day‐to‐day virology 
diagnostics and quality of  life outside of work.   Involvement  in  the EQADeBa 
project  introduced  a  heavy  personal  pressure,  because  I  felt  responsible  for 
SPRU doing well  in  the quality  assurance  ring  trials, which  I  also  felt was  a 
reflection  of  the UK’s  capabilities.    In  addition,  I  had  to  attend meetings  in 
Europe following the ring trials and on one occasion present the UK results at a 
meeting in Rome.  To make things worse a meeting had been scheduled in the 
UK and I had to try to organise a venue, evening meal, programme and make 
sure we could deliver a memorable meeting in Salisbury.  With the help of the 
SPRU and administration staff  the meeting was delivered and even  though  it 
was  not  as  spectacular  as  several  of  the  meetings  held  in  other  European 
countries  everyone  enjoyed  their  time  in  historic  Salisbury.    I  have  gained  a 
great  deal  of  inter  personal  skills  from  being  part  of  the  EQADeBa  project, 
gained  contacts  with  all  the  European  laboratories  working  with  HG3 
diagnostic  and  reference  work,  travelled  and  attended  training  for 
environmental  field  sampling  for B.  anthracis  in  Italy.   Upon  reflection of  the 
experience  as  a whole,  I  can  say  involvement  in  the  EQADeBa  project was 
monumental  in my personal and professional development and though  it was 
extremely demanding it was definitely worthwhile.   
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The  second  major  event  was  dealing  with  one  of  the  largest  outbreaks  of 
anthrax  in  the western world occurring  in PWID  in 2009–2010.    In December 
2009,  I  was  undertaking  routine  molecular  testing  for  B.  anthracis  for  two 
bacterial  isolates  sent  by  a  hospital  laboratory  querying  anthrax.    To  my 
surprise, they were positive, this marked the start of an outbreak which was to 
take  over  my  life  for  the  next  6  months.    These  first  two  cases  prompted 
requests by the police to test drugs and related materials, in addition to a huge 
range of clinical samples arriving on a daily basis and of course,  results were 
always wanted five minutes ago.  Initially SPRU responded by providing a 24/7 
service which was later scaled down to limited cover over the weekends.   
Samples  received  in  the  morning  would  have  PCR  results  released  by  the 
afternoon, culture  isolation and confirmation could be as  long as five days  for 
tissues.  The demand and sheer number of samples received for testing was not 
foreseen and it took a while for the service to settle into a routine for increased 
capacity.    Staff  trained  to work  at CL3, with  experience  of  B.  anthracis were 
drafted  in  from  other  departments  on  site  and  the whole  situation  required 
organisation of staff rotas, increased demand on administration, setting up high 
throughput  molecular  testing  and  validating  unusual  sample  types  for 
molecular detection.  As with my involvement with the EQADeBa project, there 
was  a  personal  pressure  and  impact  on  a  healthy work‐life  balance.   As  the 
senior BMS and bacteriology lead in SPRU, I helped to organise the laboratory 
and make sure the anthrax service ran as smoothly as possible.  Upon reflection, 
the experience had a huge influence on my knowledge, skills and experience of 
working with B. anthracis and developed my  inter personal skills  to deal with 
staff moral as the outbreak continued.   
An  idea  for  a  new  project  emerged  to  develop  a  ‘Laboratory  emergency 
response  plan’ which  could  be  used  by  specialist  reference  laboratories  like 
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All  humans  have  a  negativity  bias  and  therefore  reflect  more  on  negative 
experiences and although we can learn from them, we need to put emphasis on 
learning  from  positive  experiences  also  (Peeters  &  Czapinski,  1990).    The 
evaluation and analysis stages are extremely useful to consider a balanced view 
of  highs  and  lows  and what  did  or  did  not  go well.    The  scale  of  negative 
experiences and their outcomes may have been overwhelming, however I now 
have a balanced view of these situations and have drawn out positive outcomes 
upon later reflection, which at the time seemed impossible.     
Description: 
Once I had decided on the final study idea, the project proposal was completed 
and accepted by  the University.   The  study was concerned with  the potential 
issue  of  blood  cultures  turning  up  unexpectedly  in  front‐line  hospital 
laboratories,  being  processed  on  the  open  bench  and  proposed  the  use  of  a 
simple method  to  reduce  the  time  for  confirmation  of  B.  anthracis  in  blood 
cultures.    Preliminary work was  undertaken  to  explore  the  feasibility  of  the 
study.   The practical aspects of the study were undertaken in the CL3 training 
laboratory over a period of  three years.   The work was scheduled  throughout 
the year with the majority being undertaken during the summer and Christmas 
holiday  periods when  there were  no major  training  courses  scheduled.    The 
NADP  training  team were  involved with assisting with  some of  the practical 
work  and  provided  feedback  on  the  e‐learning  module.      In  between  the 
sessions of practical work,  I had  the opportunity  to meet many professionals 
attending our training courses when delivering the live agent courses for PHE 
and front‐line biomedical scientists.  During the study, I was fortunate to make 
contact with experts in the field, received support from RIPL and their medical 
staff  and  was  able  to  contact  the  hospitals  who  sent  samples  during  the 
outbreak  of  anthrax  in  PWID.    In  addition,  I  also  had  interactions with  the 
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Biosafety department for the aerosol sampling experiments, Diagnostic support 
group that develop assays for RIPL,   those who routinely perform genotyping 
for  B.  anthracis,  colleagues  I  used  to work with  in  research  and  the  electron 
microscopy department.          
Feelings: 
The  feelings  experienced  at  the  initiation of  the  study were  a  combination of 
excitement,  fear,  trepidation,  anxiety  and  nervousness  which  would  be 
common emotions when starting any new  journey.      In  terms of evolutionary 
survival, I believe these feelings have been necessary as positive stresses for our 
ancestors to avoid dangers in new environments (Hanson, 2009).  Experiencing 
these  feelings  were  probably  my  reaction  to  actually  starting  the  study,  it 
seemed  such  a  long  time  since  beginning  the doctorate  and  now was  finally 
challenged  to  successfully  pull  it  off.    At  the  time,  I  doubted  my  own 
capabilities  and  did  not want  to  lose  face  amongst my  colleagues, many  of 
whom  had  completed  PhDs  and  it  was  obvious  my  doctoral  study  was 
completely different to the norm at Porton.   Excitement and pleasure emerged 
once  I  started  and  the  practical  work  was  underway,  generating  some 
meaningful  results.    This  change  in  emotions  could  be  explained  by  the 
increasing  confidence  I  experienced  over  the  first  summer  of  conducting  the 
practical investigations in the CL3 laboratory, bringing together the knowledge 
and experience of working with B. anthracis over my career at PHE Porton.    I 
was able  to use my knowledge and  experience  to  critically appraise methods 
described in the literature and make reasoned judgements to whether they were 
practical and feasible to conduct in the CL3 laboratory.    
Interest and motivation were felt in vast troughs and peaks over the following 
three years of the study, due to the availability of the laboratory to conduct the 
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study and the opportunity to have time away from the daily responsibilities of 
my position.   
When talking to colleagues about the progress of the study I was enthused and 
refuted my initial personal doubts as to the choice of study, by their interest and 
comments  of  the  relevance  and  importance  this  study  may  have.    With 
experience and awareness, a feeling of pride emerged that may be explained by 
reaching  the  later  stages  of  the  study  and being  in  a position  to discuss  and 
present some of the study outcomes.   The final stages of the study were again 
filled with the initial emotions of fear, trepidation, anxiety and nervousness as 
the end was in sight.  The continued effort to maintain motivation was hard and 
on many occasions  I doubted my capability  to write  the  thesis and was often 
angry at myself regarding the speed of progress at times.  I now feel relieved at 
completing the study, though I still feel a cloud of doubt in the adequacy of my 
efforts to communicate the study in this thesis but look forward to defending it 
during my viva voce and transmitting my passion and enthusiasm for this work. 
Evaluation: 
The  evaluation  stage of  the  reflective  cycle has been broken down  into highs 
and lows. A general low has been trying to maintain a healthy work‐life balance 
at  several points during  the professional doctorate programme  and  study.    I 
care about everything I do and have high expectations of myself and others and 
felt the only way to cope was working even more hours.   For some situations, 
time management felt out of my hands but other times, my time management 
has been poor, due  to my  lack of  focus.    In  the  training group  I would often 
want to please everyone by responding immediately to emails and requests for 
help.   
In  these situations  I should have prioritised my  time during  the day so  that  I 
could work on my study at home, rather than continuing with computer based 
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work  tasks at home.   A significant  low was  isolation  felt  in  two  respects, one 
whilst performing  some of  the practical work  in  the holiday periods.    I  felt  I 
could  not  ask  others  to  help  when  they  had  their  own  study  or  holidays 
planned  especially when Clare had helped  so much  early  on  in  the practical 
work,  giving up  her  own  time  and working  long  hours with me  in  the CL3 
laboratory.  The second, whilst writing this thesis, I was able to discuss aspects 
of writing  the  thesis with colleagues, but  taking  time off and  isolating myself 
from my  family  and  friends  to  focus  and  being  particularly  unsociable was 
especially hard.   
Highs  included  presenting  two  posters  and  giving  an  oral  presentation  to 
colleagues at PHE Porton about my study.  The first poster was presented at the 
International  conference on anthrax held  in Februay 2012  in RUSI, Whitehall, 
London  (Appendix 7.2).   The same poster was presented at  the post graduate 
poster day at NIBSC where I won my category and was given a commendation 
at  the  annual  Porton  poster  day.    The  second  poster  detailing  the  biosafety 
aspects  of  the  study was  accepted  and  presented  at  EBSA  congress  2014  in 
Ghent, Belgium (Appendix 7.3).  This poster has also been accepted by Sheffield 
Microbe where  it will be presented  in  September  2014.    Students  conducting 
academic  study at PHE Porton, are expected  to present  to  staff as part of  the 
research  seminar  program.    In April  2014,  I  presented my  study  findings  to 
date,  this was also my  first opportunity  to show staff  the e‐learning module  I 
had  been  working  on.    I was  pleasantly  surprised  to  have  a  full  audience, 
representing many  groups  and  departments  across  site.   Another  high, was 
learning  how  to  use  the  e‐learning  authoring  software  and  designing  my 
anthrax e‐learning module.    It was possible  to use many  interactions  to make 
the module  interesting, engaging and also developed my skills  in selection of 
suitable content and creativity.   
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The  training  for  the software and  time creating  the module has advanced my 
skills  and  knowledge  of  using  computer  based  learning  in  conjunction with 
more traditional teaching approaches.  
Analysis: 
The  analysis  stage  of Gibb’s Reflective Cycle  explores what  did  not  go well 
versus what did go well, across  the  time span of  the study.   There are several 
issues that did not go well and these relate to my focus, motivation and initially 
coping with the pressures of completing the study, whilst working in my new 
role  as  a microbiology  trainer.   With  the new  job,  came  increased  time away 
from  home  to  deliver  training  abroad  and  the  personal  need  to  increase my 
knowledge and experience to feel confident in delivering training.  At the time, 
I may have perceived  that  the balance between work duties and carrying out 
the  investigations  in the  laboratory did not go well.   There were many times I 
wanted to continue with the study for a few more weeks, as I knew it would be 
another  three or  four months before I could do more  in  the  laboratory.   Upon 
reflection, this may actually have been a positive situation, as this broke up the 
practical work and allowed review of the results, before planning the next part 
to be undertaken.  At times I was frustrated that I would not be able to generate 
enough data due  to  the practical  limitations  of working  at CL3.   During  the 
taught aspect of the doctoral programme I had  learnt more about quantitative 
research design  and  really wanted  to  carry  out  one  of  the  standard  research 
designs used by front‐line diagnostic studies but this would not be possible for 
a low incident pathogen.  The final aspect, which did not go as well as expected 
was  contacting  the  hospital  laboratories  who  referred  samples  during  the 
outbreak.  Many were very helpful which was positive however, the actual data 
on blood cultures received ranged in detail. 
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The most positive experience, which went well, was changing  job and moving 
into  the NADP  training  team, because  this meant  I  could actually have  some 
time to conduct the practical aspects of the study.  Other elements that I saw as 
going well  included;  interest  in  new  areas  of work/learning,  interaction with 
course  delegates,  improving my  inter‐personal  skills  and  general  confidence, 
and seeing the positive aspects of moving into new subject areas and roles as a 
trainer and CL3 laboratory supervisor.   
The time to positive investigations with simulated blood cultures went well and 
I was surprised how consistent and reproducible the simulated blood cultures 
turned  out  to  be.    The  practical  investigations  involved  basic  bacteriology 
techniques  but  the  addition  of  genotyping,  electron  microscopy  and  new 
technology  such  as  the  Biofilm  array  increased  my  knowledge,  skills  and 
experience of  techniques which were unfamiliar.   There were aspects of  the e‐
learning  development which went well,  these  included  the  incorporation  of 
videos I had filmed in the CL3 laboratory, ways of using interactions to reduce 
the  text  content  of  slides  and  ways  to  stimulate  rational  thinking  in  the 
audience.       
Learning Style: 
Before  the  conclusion  element  to Gibbs’ Cycle,  it  is  necessary  to  discuss my 
learning style which has been effectively demonstrated by reflecting upon and 
analysing  my  professional  doctorate  study.  My  learning  style  has  been 
consistently  categorised  as  a  moderate  pragmatist,  moderate  theorist  and 
moderate reflector as defined by Honey and Mumford, (1992), which is loosely 
based  on Kolb’s  humanist  experiential  learning model  (1984). Kolb  suggests 
that  it  is  through experience  that we  learn and he advocates a  cyclical model 
that incorporates the stages of doing (concrete experience), observing (reflective 
observation),  thinking  (abstract  conceptualisation)  and  planning  (active 
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experimentation).  Under his styles, I come out as a converger; that is, someone 
who  learns better when provided with practical  applications of  concepts  and 
theories.  Honey  and  Mumford’s  pragmatist  prefers  practically  based  and 
relevant  learning  opportunities  that  allow  for  the  immediate  integration  of 
theory  into  practice.  The  theorist  is  cited  as  responding  best  to  logical  and 
rational structure with clear aims.  I can relate to these attributes, although I act 
quickly, get to the point and I believe that I think logically and rationally.  Now 
that I am in the NADP training group, I can relate more to the theorist element 
where  I  use what  I  know  of  the  principles  and  practices  of working  safely. 
These  principles  and  practices  are  then  adapted  to  different  laboratory 
situations and  institutes when we discuss  issues with delegates  from all over 
the  country  and  also  internationally.    During  a  recent  trip  to  assist  in  the 
practical delivery of a European course  I was able  to relate  the concepts  to an 
unfamiliar way  of working.     The  learning  about  theorists’ philosophies  and 
educational models  have  also  helped me  develop  awareness  of  the  need  to 
understand others’ learning styles which is essential in my role as trainer.   
Conclusion: 
During  the conclusion part of Gibb’s Cycle  I needed  to make  judgements and 
consider how I could have done things differently.   I could have stayed in my 
initial research position at PHE Porton and would possibly have completed the 
first study  idea several years ago.   The research environment could have been 
the ideal place to complete the project in terms of work‐study balance, however, 
I  believe  in  fate  and  proactively  ‘opening  doors’  and  I would  have  possibly 
regretted not taking the opportunities presented to me.  I have recognised how 
changes  in my  position  at  PHE  Porton  have  shaped my  career,  lead  to my 
current position and influenced the direction and progress of the study.  
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I accept that two major events were at the time viewed with negativity due to 
work‐life  balance  but  ultimately  provided  unique  experiences  and  positive 
learning opportunities.   The  culmination of a wide variety of experiences has 
enabled my successful move into a training position.  I have had many contacts 
with a wide range of scientists and at  times felt  it was fate that I happened to 
have a chance conversation with someone, which  then had some  influence on 
the study.   An example of  this occurred at an EBSA conference when  I had a 
chance  conversation  with  a  scientist  from  the  Israel  Institute  for  Biological 
Research  about  their  work  with  B.  anthracis  in‐vivo  investigations  exploring 
bacteraemia.   I do not believe I could have changed the final scope of the study 
because  it  is  a  subject  area which  is  both  interesting  from  a  clinical  aspect, 
practical application and training perspective. 
I could have changed  the study design  to  involve more  replicates  rather  than 
the  small  data  sets  which  were  exploratory  in  nature  however,  it  takes 
considerably more time to carry out work at CL3 compared to CL2, impacting 
cost  of  laboratory  overheads  and  staff  resources.    I  could  have  reduced  the 
study  in  terms  of  the  aspects  explored,  this would  have  then  enabled more 
replicates  to  be  conducted.    I would  argue  that  to  give  consideration  to  the 
overall picture of  the problem all of  the  study areas were  important and  can 
now provide more directed  further work.   The most  influential  aspect of  the 
study which I would have changed, surrounds time management.  With better 
time management  and planning  I  could have  contacted  the  laboratories who 
referred samples.  I left it too late on in the study which meant some of the data 
surrounding the automated blood culture systems was not available.  Several of 
the labs had moved, changed computer system and even blood culture system, 
therefore, unless  the data had been recorded  in  the patient notes  it was either 
lost or vague.   
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I  could have  contacted  laboratories during  the outbreak when  I was  in RIPL 
however, the work pressures during the outbreak were unexpected and at the 
time my  study  idea did not  include blood  cultures.   Once moving  to NADP 
training,  I  could have  contacted  labs within a year of  the outbreak but  I was 
more concerned with starting the practical investigations, rather than collecting 
data for use later in the study.   Better time management and the confidence to 
ask  for help could have enabled me  to co‐ordinate with other members of  the 
training  team  to  plan  practical work  and  not  end  up  feeling  isolated  or  put 
undue stress on their routine duties.  The final aspect I could have changed, was 
planning and writing the thesis, I procrastinated in initiating the planning and 
preparation  of  the  introduction,  when  I  had  opportunities  to  do  this.    In 
addition, if I had been more effective in writing up my practical investigations 
as  they were completed  this would have reduced  the pressure  for completing 
the  thesis.   At  the  time of undertaking  the work, results were recorded  in my 
lab  book  but  not  always  fully  analysed  and  initially  hand written  instead  of 
typed up.     Better  time management of all of  the aspects described and being 
more  focused, would  then  have  improved  the work‐study‐life  balance.   This 
would have ultimately lead me to being more motivated and positive towards 
the study throughout the time period.     
Action plan: 
In  this  action  plan  I  have  decided  upon  a  few  ideas  to  address  some  of  the 
difficulties  experienced  whilst  undertaking  the  study  for  my  professional 
doctorate.    Some  aspects  I  cannot  intentionally  change  if  they were  to  arise 
again, such as changes  in career because you cannot  foresee how  they may or 
may not influence a situation either positively or negatively. 
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I should know from all the practical skills and experiences I have learnt both at 
work and home, that preparation is the key to a good finish.  Time management 
is key  to being able  to prepare, deliver and  complete  tasks and  I will always 
keep this in mind for the future.  Critical thinking and appraisal of literature are 
skills relevant  to many aspects of work and  life, and  I should  further develop 
these skills and apply them to many situations if I manage my time effectively.  
The writing of a thesis, report or publication requires planning and focus, both 
of which I need to practice to ensure written communications in the future are 
delivered to a high standard and to reduce the pressure for meeting a deadline.  
I have  recently benefitted  from practicing meditation and  I believe  this  is one 
way  for  me  to  maintain  focus  on  and  also  deal  with  stressful  situations 
therefore also benefitting a good work‐life balance.    I have  recently discussed 
with  Biosafety  professionals  at  the  EBSA  conference whether  the  practice  of 
being  fully  present  in  the  moment  and  mindfulness  may  help  to  prevent 
common accidents at work.   This  is a really  interesting area, bringing together 
the human factors associated with accidents and our greater understanding of 
neurology of how we think and why.  
If I was to complete a study in the future requiring the gathering of data from 
laboratories around the country I would engage in communications as soon as 
possible.  I have been fortunate to have contact with many professionals across 
the UK and abroad and hope to use the inter‐personal skills I have developed to 
confidently engage with people if the need arises. 
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Personal remarks: 
I  admit  I  am  a  ‘jack of  all  trades, master of none’ but having  completed  this 
study, I can see this not as a failing but rather an aid to pulling this project off 
and a positive attribute.   
Without  the  insight and experience  I have gained over  the years,  I would not 
have been able to appreciate the front end of the detection process, the back end 
confirmation  of  B.  anthracis,  the  research  and  techniques  to  conduct  the 
experiments, nor the importance of training and how to best raise awareness for 
safety concerns.    I have been a  teacher, biomedical scientist, researcher, senior 
biomedical scientist and microbiology trainer.  In all my positions, I have felt a 
lack  of  depth  with  my  understanding  which  comes  with  experience  and 
moving  positions  has  not  helped  in  consolidating  the  learning  in  each  area.  
Maybe I should accept the fact I am not a specialist focused on a narrow field 
but instead able to draw on many experiences from different careers to see the 
bigger picture.  Now, finally as a senior microbiology trainer, it makes me feel 
fortunate to have come full circle by now being able to teach and train others in 
containment  microbiology.    In  this  field,  I  believe  oversight  maybe  more 
beneficial than specialism because the principles of containment can be used in 
many situations all over the world by using different approaches to achieve the 
overall goal of  safe working practices.   By  conducting  this  study  I have been 
able  to  explore  a process,  the  safety  surrounding  the process  and developed 
training  materials.    These  are  all  research  in  the  fields  of  biosafety  and 
containment  and  therefore directly  related  to my  current  role  in  containment 
training.      Studying  at  doctoral  level  has  opened  my  eyes  to  the  awe  and 
wonder of the scientific process, philosophy and the important skills of critical 
thinking,  critical appraisal and  critical  reflection, all of which  require practice 
and I hope to further develop these skills throughout the rest of my career.   
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In summary, I have been able to identify the underlying desires for conducting 
a professional doctorate,  the knowledge,  skills and experiences  I have gained 
and how to use them in the future.  The reasons for and scope of the study were 
borne  through  the  empathy  and  compassion  I  have  for  fellow  laboratory 
workers, especially the front‐line laboratory staff.   
I believe  confident,  competent professionals  are  essential  for  achieving  a  safe 
working  environment  in  the  laboratory.    The  dissemination  of  the  study 
outcomes  will  go  in  some  way  to  provide  biomedical  scientists  with  the 
knowledge,  skills and experience needed  to make  informed  judgements as  to 
the hazards and risks when a bacterium such as B. anthracis is isolated in their 
laboratory.  I hope to develop what I have learnt over the course of the study to 
plan, conduct and disseminate research by continuing with  the  further work I 
have suggested and  to  further develop my skills and experience  in  training at 
PHE.  
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Appendix 1.1  Ethical review‐ BSREC and UPR16 
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Appendix 1.2  Blood donor consent form  
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Appendix 2.2  Variance in TVC  
Does  the  technique  for  preparing  dilutions  for  TVC  result  in  significantly  different 
counts  
Objective : To test the hypothesis that the count means are not significantly different. 
Null  hypothesis H0:  The  observed  difference  between  count mean  values  is  due  to 
chance. 
Alternative  hypothesis H1: Otherwise  (at  least  two mean  values differs  significantly 
from each other). 
Assumption:  Observations  are  independent,  having  the  same  variance  and  Log 
transformation  of  the  raw  data  permits  statistical  analysis  based  on  a  Normal 
distribution. 
Data set: 
 
 
Descriptives 
   
  N  Mean  Std. 
Deviation 
Std. 
Error 
95% Confidence Interval 
for Mean 
Minimum  Maximum 
Lower 
Bound 
Upper 
Bound 
Dilution 
1 
3 3.7672  .27597 .15933 3.0817 4.4528 3.47  4.01
Dilution 
2 
3 3.5714  .09249 .05340 3.3417 3.8012 3.47  3.64
Dilution 
3 
3 3.5319  .11400 .06582 3.2487 3.8151 3.40  3.61
Total  9 3.6235  .19063 .06354 3.4770 3.7700 3.40  4.01
Dilution  CFU plate counts  Log plate counts 
1  46  55  32  3.83  4.01  3.47 
2  37  32  38  3.61  3.47  3.64 
3  30  36  37  3.40  3.58  3.61 
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ANOVA 
 
  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  .095 2 .048 1.463  .304 
Within Groups  .195 6 .033    
Total  .291 8      
 
The  test  statistic  F=  0.463  and  corresponding  p‐value  p=  0.305  indicates  no 
significant difference between the mean values at 5% significance level (p<0.05). 
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Descriptives 
  
  N  Mean  Std. 
Deviation 
Std. 
Error 
95% Confidence Interval 
for Mean 
Minimum  Maximum
Lower 
Bound 
Upper 
Bound 
Spin 1  9 4.7774  .51708 .17236 4.3799 5.1749 4.25  5.58
Spin 2  9 4.8689  .59846 .19949 4.4089 5.3289 4.22  5.61
Spin 3  9 4.7291  .63720 .21240 4.2393 5.2189 4.02  5.51
Total  27 4.7918  .56647 .10902 4.5677 5.0159 4.02  5.61
 
 
ANOVA 
 
  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
Between Groups  .091 2 .045 .132  .877 
Within Groups  8.252 24 .344    
Total  8.343 26      
 
The  test  statistic  F=  0.132  and  corresponding  p‐value  p=  0.877  indicate  no 
significant  difference  between  the  mean  values  at  the  5%  significance  level 
(p>0.05).  
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   count   
  (I) SPIN  (J) SPIN  Mean 
Difference (I‐
J) 
Std. Error Sig.  95% Confidence Interval 
  Lower 
Bound 
Upper 
Bound 
Tukey 
HSD 
Spin 1  Spin 2  ‐.09152 .27643 .942 ‐.7818  .5988
Spin 3  .04831 .27643 .983 ‐.6420  .7386
Spin 2  Spin 1  .09152 .27643 .942 ‐.5988  .7818
Spin 3  .13983 .27643 .869 ‐.5505  .8301
Spin 3  Spin 1  ‐.04831 .27643 .983 ‐.7386  .6420
Spin 2  ‐.13983 .27643 .869 ‐.8301  .5505
LSD 
Spin 1  Spin 2  ‐.09152 .27643 .743 ‐.6620  .4790
Spin 3  .04831 .27643 .863 ‐.5222  .6188
Spin 2  Spin 1  .09152 .27643 .743 ‐.4790  .6620
Spin 3  .13983 .27643 .618 ‐.4307  .7103
Spin 3  Spin 1  ‐.04831 .27643 .863 ‐.6188  .5222
Spin 2  ‐.13983 .27643 .618 ‐.7103  .4307
 
The table presents the difference between group means, there  is no significant 
difference between the spin groups. 
 
count 
  SPIN  N  Subset for alpha 
= 0.05 
  1 
Tukey HSDa 
Spin 3  9 4.7291
Spin 1  9 4.7774
Spin 2  9 4.8689
Sig.    .869
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Appendix 3.3  Genotyping of ASC strains 
 
ASC  strains  were  chosen  based  on  the  phylogenetic  relationship  between 
strains following VNTR analysis at 8 loci. 
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Appendix 3.4  Microscopy images 
 
 
 
 
 
 
 
 
Simulated human blood culture (P12C16488) PMB stained slide at TTP. 
  
Simulated human blood culture (P12C16488) Gram stained slide at TTP. 
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Simulated human blood culture (B. endophyticus P12C1418) Gram stained slide 
at TTP. 
 
Simulated  human  blood  culture  (B.  anthracis  ASC  458  and  S.  aureus  ) Gram 
stained slide at TTP. 
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Simulated human blood culture (B. anthracis ASC 458 and S. aepidermidis) Gram 
stained slide at TTP. 
 
Simulated  human  blood  culture  (B.  anthracis  ASC  458  and  Bacillus  spp. 
P10C0141) Gram stained slide at TTP. 
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Simulated  human  blood  culture  (B.  anthracis  ASC  458  and  B.endophyticus 
P10C01418) Gram stained slide at TTP. 
 
 
Simulated  human  blood  culture  (Aneurinibacillus  aneurinilyticus  P10C2307) 
Gram stained slide at TTP. 
  
300 
 
Appendix 3.5  Culture plate images 
 
Overnight  culture  on  CBA  a)  P10C0141  B.  megaterium,  b)  P10C1418  B. 
endophyticus, c) P10C2307 Aneurinibacillus aneurinilyticus and d) ASC 6 (Vollum) 
B. anthracis  
 
 
 
 
a b 
d c 
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Penicillin  and  specific  γ  phage  sensitivity  for  non  B.  anthracis  isolates  a) 
P10C7386 Non‐reactive  Bacillus,  b)  P10C1418  B.  endophyticus,  c)  P10C0301  B. 
mycoides and d) P10C7449 B. cereus.  
 
 
 
 
 
 
 
Penicillin and specific γ phage sensitivity for mixed B. anthracis a) ASC 458 and 
Micrococcus  spp.,  b) ASC  458  and  P10C1418  B.  endophyticus,  c) ASC  458  and 
P10C141 B. megaterium. 
d 
b 
c 
a 
a b 
c 
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Appendix 4.1 HSE safety note  
Provision of key clinical information on laboratory specimen request forms 
Introduction: 
The purpose of this Safety Notice is to alert health and social care services to potential risks to 
laboratory staff, if specimen request forms do not contain relevant details. 
It will be of particular relevance  to medical staff within organisations  that provide specimens 
from patients  to  laboratories  for  testing. This will  include all persons who have direct patient 
contact who complete the electronic or paper specimen request forms e.g. clinicians, nurses and 
General Practitioners. 
Following reports made under The Reporting of Injuries, Diseases and Dangerous Occurrences 
Regulations 1995 (RIDDOR), HSEʹs Biological Agents Unit (BAU) have conducted a number of 
investigations at Clinical Diagnostic Laboratories. 
A common theme is the lack of sufficient relevant clinical details being provided on specimen 
request forms. This has resulted in samples being handled at the wrong biological containment 
level with resulting increased risk of infection to laboratory staff. 
Medical  staff  should ensure  that appropriate  information,  including  relevant  travel history  is 
provided in order to alert laboratory staff of potential dangers. 
The most common occurrences have been  in relation  to  the  isolation and handling of Hazard 
Group 3 agents, Brucella or Salmonella spp from clinical samples that were initially processed at 
Containment Level 2. Similar problems  could also occur when handling  specimens  that may 
contain other Hazard Group 3 or 4 Biological Agents. 
Where  appropriate  arrangements  have  not  been  implemented;  HSE  Inspectors  will  take 
appropriate enforcement action in line with our enforcement policies and procedures. 
Background 
Where a laboratory sample or specimen is considered likely to contain a human pathogen, it is 
important  that  the appropriate  level of  laboratory containment  is provided  in order  to ensure 
the effective control of the risk of exposure / infection. 
Specimens  processed  for  microbiological  analysis  and  considered  likely  to  contain  Hazard 
Group 3 or 4 pathogens must be processed within appropriate containment conditions. 
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Specimens liable to result in propagation or culture of Hazard Group 3 pathogens for example 
must  be  processed  in  a  Containment  Level  3  laboratory  with  associated  management 
arrangements. 
Specimens should be supplied with relevant clinical details from requesting clinicians. This can 
be used to inform the assessment and further laboratory processing e.g. the types of organisms 
that might  be  present  in  specimens  from  a  returning  traveller  or  those  associated with  an 
outbreak scenario. 
In  clinical  laboratories,  specimens  are  sorted  and  processed  on  the  basis  of  the  information 
provided.  If  clinical details  are  inaccurate  or  incomplete  or  there  is delay  in disclosing  new 
information  to  the  laboratory  then  this  can  result  in  specimens  being  processed  under 
insufficient laboratory containment conditions. 
In  a  number  of  recent  investigations  this  has  resulted  in  laboratory  staff  being  placed  at 
increased risk of infection by hazard group 3 agents such as Brucellaspp. and Salmonella typhi. 
Had  the  relevant clinical  information been  included on  the  initial  form,  then  the  specimen  is 
likely  to  have  been  processed  using  appropriate  containment  with  all  protective  control 
measures in place. 
Action required: 
 Ensure that clear guidelines for the completion of specimen request forms are in place, along 
with measures to provide assurance that guidelines are followed. 
 Ensure that procedures are reviewed to ensure that they adequately cover the completion of 
specimen request documentation e.g. recent history of relevant foreign travel that may 
increase the likelihood of exotic agents being present. 
 Ensure that clinical details supplied on specimen request forms contain clear information 
regarding the nature of test being requested and sufficient detail to inform laboratory staff 
upon the safety precautions they need to take in order to process the specimen without risk 
of infection. 
 Ensure that guidelines include a system to link different specimens from a patient so that all 
contain the same information in relation to safety. 
 Ensure that if, during patient intervention, further information becomes available that has 
implications for the safety of laboratory staff then this is communicated immediately to the 
laboratory so that appropriate steps regarding containment can be taken. 
 Ensure that key personnel involved in the collection of relevant clinical details and the 
completion of specimen request documentation receive appropriate training, including 
refresher training. 
 Ensure that a system is in place for monitoring and auditing the correct completion of 
specimen request documentation and for taking appropriate action. 
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Appendix 4.2  Microscopy images  
Microscopy films of simulated blood cultures following 5 day storage: 
 
Simulated human blood culture (P12C16488) Gram stained slide  
 
 
 
 
 
 
 
 
Simulated human blood culture (P12C16488) PMB stained slide  
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Simulated human blood culture (P12C16488) Gram stained slide following SST 
processing. 
 
Simulated human blood culture  (P12C16488) PMB stained slide  following SST 
processing. 
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Appendix 5.1  E‐learning evaluation 
Delegate feedback from HG3 pre‐course information module use 
June 2014: 
Excellent  Good  Average
How  well  do  you  think  this  module  met  these 
objectives?  22  5 0
How effective was this module?  18  9 0
How easy was this module to navigate?  18  7 2
How  clearly  do  you  feel  the  material  was 
presented?   21  6 0
How interesting was the way in which the material 
was presented?  24  3 0
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Additional feedback: 
Course was well presented,  I  liked  it, E‐learning very good, Overall excellent 
and useful course 
Difficulties  with  our  work  computers,  but  overall  an  interesting  and  well 
thought out presentation. Some questions and answers were confusing 
Doesn’t work well with Southampton due to network issues‐ crashed. 
HG3 Pre‐course  information e‐learning module  is very good,  it  is much better 
than reading pages and pages long assessments/code of practice 
I thought this learning module was great at introducing us. It was informative 
and  interactive which made you have  to  rethink  the  information given, and  I 
thought this was a better way of remembering than just reading alone. 
Was a little confused at some of the data and wording specially round the class 
III cabinets but think this was my failure rather than the e‐learning 
Easier  to understand COP  and Risk  assessments by going  through module  – 
pictures help fantastically. 
I couldn’t access the quiz except on out of lab computer but I suspect this was 
due to restrictions of our work computers not the module. 
Initially  I couldn’t work out how  to move  the  ‘answers’ around  the screen so 
got  the  first  few questions wrong and couldn’t reset, but overall excellent and 
interesting – well done 
Some  questions  could  be  reworded.  Some  slightly  ambiguous.  Some  more 
instructions on ‘drag and drop’ options. 
Reading the SOPs was a little long but very interesting all the same. Keep it in 
the requirement for the course though. 
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Appendix 5.2  LMS reports 
LMS reports for HG3 pre‐course information module 
Traffic for module since launch: 
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Progress report for 20 users: 
 
Users are identified by 
their email account. 
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Answer breakdown report for first two questions: 
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Appendix 5.3  PHE and NHS attendance June 2014 
 
Location  Number attended 
RIPL PHE Porton, Salisbury  2 
BRD‐AMRHAI PHE Colindale, London  1 
University Dental Hospital, Cardiff   1 
University Hospital Coventry and Warwickshire, Coventry  3 
Wythenshawe Hospital Microbiology, Manchester  2 
PHE Southampton  3 
FWE Porton  1 
FWE Preston  1 
George Eliot Hospital Mortuary, Warwickshire  1 
Norfolk & Norwich University Hospital, Norwich   2 
Queen Alexandra Hospital, Portsmouth  1 
NHS Poole General Hospital, Poole  1 
Victoria Hospital, Blackpool  1 
Wrexham Maelor Hospital, Wrexham  1 
Singleton hospital, Swansea  1 
Royal Brompton Hospital, London  1 
Queen Elizabeth Hospitals, Birmingham  2 
Royal Cornwall Hospital, Truro  1 
Royal Devon and Exeter Hospital, Exeter  2 
University Hospital of Wales,Cardiff  1 
Delegates attending HG3 awareness course June 2014: 
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Appendix 5.4  B. anthracis ‘bench guide’ 
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Appendix  6.1  Guidance  documents  available  to 
front‐line staff 
 
The HPA website contains links to many guidance documents available to 
front-line laboratories for anthrax.   
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Appendix 7.1  Poster – WAM 2012 
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Appendix 7.2  Poster – RUSI 2013 
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Appendix 7.3  Poster – EBSA 2014 
